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DESCRIPCION
Mutantes de proteinas no estructurales del VHC y usos de los mismos

Campo de la técnica

La presente revelacion se refiere a, en general, construcciones del virus de la hepatitis C (VHC) y a procedimientos
de uso d e los mismos. Mas particu larmente, la invencion se refiere a proteinas inm unogénicas e i nmunorreactivas
del VHC con dominios mod ificados d e la NS3 proteasa, de mod o que se inhibe |a actividad proteolitica de la
molécula NS3. Las proteinas modific adas cons ervan lo s epitop os co nformaciones vy, p or ta nto, son utiles en
inmunoensayos para el diagndstico de la infeccion por VHC, asi como para estimular la respuesta inmunitaria frente
al VHC.

Antecedentes de lainvencién

Elvirus d e la hep atitis C ( VHC) es| a causa principal dela hepatitis pare nteral ( NANBH), qu e se transmite,
principalmente, mediante transfusiones de sangre y e intercambio de fluidos corporales. El virus esta presente en el
0,4-2,0% de la poblacién general de EE.UU. La he patitis crénica se d esarrolla en aproximadamente un 50% de las
infecciones y, de éstas, aproximadamente el 20% de los individuos infe ctados desarrolla cirrosis hepatica que, en
ocasiones, c onduce a carc inoma he patocelular. En co nsecuencia, el estudioy control de la enfer medad es de
importancia médica.

Houghton y c ol. Identificar on y cara cterizaron p or prim era vez el VH C, como cassa de NANBH. Se conoce la
secuencia genomica viral del VHC, como lo son los procedimientos para obtener la secuencia. Véase, por ejemplo,
las p ublicaciones inter nacionales n° WO 89/04669 WO 90/11089 y WO 90/14436. El V HC tiene genoma de A RN
monocatenario de 9,5 kb de sentido positivo y es miembro de la familia Flaviridae de virus. Sobre la base del analisis
filogenético se han identificado al menos seis genotipos distintos aunque relacionados del VHC (Simmonds y col., J.
Gen. Virol. (1 993) 74:2391-2399). El viru s codific a un a Unica po liproteina q ue ti ene mas de 3000 resid uos d e
aminoacidos (Choo vy col., S cience (1989) 244:359-362; Choo vy col., P roc. Natl. Aca d. Sci. USA (1 991) 88:2451-
2455; Han y col., Proc. N atl. Acad. Sci. USA (1991) 88:1711-1715). La poliproteina se procesa al mismo tiempo y
después de la traduccion en proteinas tanto estructurales como no estructurales (NE).

En particular, como se muestra en la Figura 1, en el genoma del VHC se codifican varias proteinas. El orden y la
nomenclatura de los productos de la escision de la poliproteina del VHC es el siguiente: NH2-C-E1-E2-P7-NS2-NS3-
NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. La escisidn inicial de la poliproteina esta catalizada por las proteasas del huésped,
que liberan tres pos ibles p roteinas estru cturales c ompuestas por la proteina N-te rminal de la nucl eocapside
(denominada “del nucleo” y dos glic oproteinas de la c ubierta, “E1” (ta mbién co nocida como E) y “EZ2” (tambi én
conocida como E2/NS1), asi como proteinas no estructurales (NS) que contienen las enzimas virales. Las regiones
NS se denominan NS2, NS3, NS4, NS4a, NS4b, NS5a y NS5b. NS2 es una proteina integral de la membrana que
posee actividad proteolitica. NS2, sola o0 en combinacion con NS3, esci nde el enlace scissile N S2-NS3 que,as u
vez, genera el extremo NS3 Ny libera una poliproteina grande que incluye las actividades serina proteasa y ARN
helicasa. La proteasa NS3 sirve para procesar el resto de la poliproteina. En concreto, la proteina NS3 del VHC es
una proteina d e 630 ami noacidos q ue contiene tres domi nios funcionales. EI dominio de tipo serin a proteasa se
localiza en el extremo amino, mientras q ue la actividad helicasa y NTPasa estan en el extremo carboxi. La serina
proteasa de NS3 es responsable de la escision en la unidon de NS3/4a, NS4a/b, NS4b/5a y NS5a/b.

Se ha descrito una serie de polipéptidos generales y especificos utiles como reactivos inmunologicos y diagnésticos
para el VHC, derivado de la poliproteina del VHC. Vé ase, por ejemplo, Houghton y col., pu blicacion e uropea n°
318.216 y 388.232; Choo y col., Science (1989) 244:359-362; Kno y col., Science (1989) 244:362-364; Houghton y
col., Hepatology (1991) 14:381-388; Chieny col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J.
Gastroent. He patol. (19 93) 8:533-39; Ch ien y c ol., pu blicacién inter nacional N° WO 93/0036 5; Chie n, D.Y.,

publicacion internacional N° WO 94/01778. Estas publicaciones proporcionan una extensa informacion basica sobre
el VHC en general, asi como sobre la fabricacion y usos de los reactivos inmunolégicos del polipéptido del VHC.

Procedimientos sensibles y especificos para |a deteccion selectiva y |la id entificacion de porta dores de VHC yd e
sangre o pro ductos sanguineos contaminados por e | VHC prop orcionarian un imp ortante avance en medicina. La
hepatitis postransfusional (HPT) se produce en aproximadamente el 10 % de los pacientes transfundidos y el VHC
ha sido responsable de has ta el 90 % de estos casos. Los cuidados del pac iente, asi como la pr evenciény la
transmisién del VHC por sangr ey pro ductos sanguineos o med iante co ntacto person al inti mo requ ieren
herramientas diagnosticas y pron 6sticas. De ac uerdo c on est 0, se han d esarrollado vari os e nsayos par ae |
serodiagnostico de la infeccion por VHC. V éase, por ejemplo, Choo y col., Science (1989) 244:359-362; Kuo y col.,
Science (1989) 244:362-364; Choo y col., Br. Med. Bull. ( 1990) 46: Vé ase, Ebeling y col., Lancet ( 1990) 335:982-
983; van d er Poel y col., Lancet (1990) 3 35:558-560; van der Poel y col., Lancet (199 1) 337:317-319; Chien, D.Y .,
publicacion internacional N° W O 94/0177 8; Vale nzuela y col., pub licacion inter nacional N° W O 97/44 469; vy
Kashiwakuma y col., patente de EE.UU. n° 5.871.904.

La p atente de EE.UU.n°® 6.632.601 d escribe i nmunoensayos us ando epitopos ¢ onformacionales NS3/4a en
combinacién c on a ntigenos de fusi 6n d e multiples e pitopos (MEF A). Los e nsayos proporcionan procedimientos
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sensibles y fiables para detectar la seroconversiéon temprana del VHC. NS3/4a, expresada en levaduras y purificada
en con diciones no desn aturalizantes, tal como se describe enla patente de EE.UU. n° 6.632.601, contiene |l as
funciones de proteasa y helicasa. Dado que la NS3/4a purificada de este modo conserva la conformacion nativa, se
ha d escubierto qu e es ma s sensib le q uelosa ntigenosc20 0oc 33ce nlad eteccion de a nticuerpos de
seroconversion temprana. En los ensa yos de anticuerpos con NS3/4a y MEFA 7.1 como antigen os, se detectaron
anticuerpos de seroco nversién 2-14 dias antes que |os e nsayos para VHC comercializados en la actualidad. No
obstante, la proteina NS3/4 sufre autohidrdlisis y escinde el MEFA 7.1 debido a la actividad de NS3 proteasa.

Las pu blicaciones inter nacionales n°® W O 04/00547 y W O 01/383 60 d escriben pr oteinas del V HC que i ncluyen
dominios mutados de NS3 proteasa con menor actividad proteolitica. No obstante, sigue existiendo la necesidad de
herramientas diagndsticas y pron dsticas sensibles y precisas con el fi n de pro porcionar una ad ecuada atencion al
paciente, ademas de para prevenir la transmisién del VHC mediante sangre y productos hemoderivados o mediante
contacto personal estrec ho. Los documentos W O 01/ 38360 y W O 200 4/005473 divu Igan p olipéptidos que
comprenden un dominio de proteasa NS3 de VHC, en el que la actividad prote asa d el dominio esta inhi bida, asi
como soportes de inmunoensayo que comprenden los polipéptidos. El documento WO 2004/005473 también divulga
sustituciones de aminoacidos correspondientes a His-1083, Asp-1105 y/o Ser-1165, incluida la sustitucién de Ala por
el aminoacido corres pondiente a Ser- 1165. El documento W O 0 1/96870 div ulga u n e pitopo co nformacional de
NS3/4a que difiere de la secuencia nativa en las posiciones de aminoacidos 1428 y 1429 de la secuencia de longitud
completadel VHC-1 enquelaT hrque normalmente estaen la posicion 1428 ha mutadoa Pro yla Ser que
normalmente esta en la posicién 1429 ha mutado a lle. Este epitopo se usa en inmunoensayos para el diagndstico
del VHC.

Sumario de lainvencion

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que el uso de los polipéptidos NS3 del VHC con
dominios proteasa modificados proporciona reactivos mejores los para detectar infeccion por VHC. Los polipéptidos
NS3 modificados conservan los epitopos conformacionales y, por tanto, inmunorreactividad, al tiempo que eliminan
la actividad proteasa. Dado que los polipéptidos NS 3 es tan modificados para elim inar la activida d proteas a, son
especialmente utiles con otros polipéptidos del VHC que conservan sitios de escision proteolitica de NS- que, de otro
modo, se escindirian proteoliticameente mediante una proteasa NS3 funcional. Por t anto, los p olipéptidos de NS3
modificados el pueden usarse solos 0 en combinacién con otros reactivos del VHC vy, en particular, con antigenos de
fusiéon de multiples epitopos (MEFA) para d etectar de for ma eficaz y precisa la presencia de infeccién por VHC. El
uso de MEF A proporciona las ventajas a fiadidas de dism inucién de pr oblemas de enmascaramiento, mejora de la
selectividad y mejora de la sensibilidad para detectar anticuerpos permitiendo un mayor nimero de epitopos en una
unidad de area de sustrato. Los ensayos descritos en el presente documento se pueden usar para detectar infeccion
por VHC producida por cualquiera de los seis genotipos conocidos del VHC.

La invencién esta dirigida a un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2,4 o
6, en la que el polipéptido comprende un epitopo conformacional de NS3. En realizaciones adicionales, la invencion
esta dirigida a un sop orte sélido de i nmunoensayo que comprende un p olipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de las SEC ID 2,4 6 6, q ue reacciona especificamente con anticuerpos anti-VHC presentes en un a
muestra biolégica de un individuo infectado por VHC.

En otras realizaciones adicionales, el soporte sélido de inmunoensayo comprende ademas un antigeno de fusion de
multiples epitopos unido al soporte, en el que el antigeno de fusién de multiples epitopos reacciona especificamente
con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra bioldgica de un individuo infectado por VHC.

En ciertas rea lizaciones, el antigen o de fusid6 n de mu ltiples epito pos comprende | a secuenci a de aminoac idos
representada en la SEC ID N° 10, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos el
80 %, tal como al menos 90 % o al menos una identidad de secuencia del 98 %, y que reacciona especificamente
con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra bioldgica de un individuo infectado por VHC. En r ealizaciones
adicionales, el antigeno de fusion de multiples epitopos consta de la secuencia de aminoacidos representados en la
SEC ID N° 10.

En realizaciones adicionales, la invencion esta dirigida a un procedimiento de d eteccion de la infeccién del VHC en
una muestra bioldgica. El procedimiento comprende:

(a) proporcionar un soporte solido de inmunoensayo como se ha descrito anteriormente;

(b) combinar una muestra biolégica con el soporte sélido en condiciones que permitan que los anticuerpos
anti-VHC, cuando estan presentes en la muestra biolégica, se unan al polipéptido y/o el antigeno de fusion de
multiples epitopos para formar un primer complejo inmunitario;

(c) afiadir al soporte solido de la etapa (b) en condiciones formadoras de complejo un anticuerpo marcado de
forma que se pueda detectar, en el que el anticuerpo marcado reacciona con el complejo inmunitario; y

(d) detectar un segundo complejo inmunitario formado entre el anticuerpo marcado de forma que se pueda
detectar y el primer com plejo inmu nitario, si e xiste, com o indicacion de infeccion por VHC en | a muestra
bioldgica.
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En otras re alizaciones a dicionales mas, | a inv encion e sta dirigidaa unkitd e pru eba inmunodiagnéstica q ue
comprende un soporte soélido de inmunoensayo tal como se ha descrito anteriormente, e instrucciones para realizar
la prueba inmunodiagnéstica.

En otras realizaciones adicionales mas, la invencion esta dirigida a un polinucleétido que comprende una secuencia
codificadora p ara un o cual quiera de los polipéptidos a nteriores y u n vector recombin ante g ue c omprende e |
polinucledtido y e lementos ¢ ontrol u nidos de forma o perable al p olinucledtido, a trav és de | o cual la secu encia
codificadora se pue de transcribir y traducir en un a célula huésped. En realizaciones adicionales, la i nvencién esta
dirigida a un a célul a hu ésped transforma da con e | vec tor recombi nante. En realiz aciones a dicionales mas, la
invencion esta dirigida a un procedimiento para producir un polipéptido recombinante, que comprende:

(a) proporcionar una poblacion de células huésped descrita anteriormente; y
(b) cultivar 1 a poblacion de células en condiciones mediante las cua les se expresa el polipéptido codificado
por la secuencia codificadora presente en el vector recombinante.

En realizaciones adicionales mas, la i nvencion esta dirigida a un procedimiento para producir un soporte sélido de
inmunoensayo, que comprende:

(a) proporcionar un soporte solido; y
(b) unir al soporte solido al menos un polipéptido tal como se ha descrito anteriormente.

En ciertas realizaciones, el procedimiento comprende ademas unir al soporte sélido en una posicion pequefia un
antigeno de fusion de multiples epitopos.

Estos y otros aspectos d e la presente invencidn se po ndran de ma nifiesto media nte r eferencia a | as sigui entes
Figuras y Descripcion detallada. Ademas, en el pres ente documento se exponen varias referencias que describen
con mas detalle procedimientos o composiciones.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 es una representacion en diagrama del genoma del VHC, que representa las diversas regiones de la
poliproteina de la cual derivan los presentes reactivos del ensayo (proteinas y anticuerpos).

La Figura 2 es un dibujo esquematico de un inmunoensayo representativo que usa polipéptidos modificados de NS3
de acuerdo con la invencion, en el que los antigenos del VHC estan inmovilizados sobre un soporte sélido.

La Figura 3 (SEC ID N° 7 y 8) representan el ADN vy la correspondiente secuencia de aminoacidos de un dominio de
proteasa NS3 nativo, sin modificar, representativo.

Las Figuras 4A-4C son representaciones en diagrama de proteinas NS3 mutantes de acuerdo con la invencion. En
las Figuras 4A-4C, la S er normalmente presente en la posicion 1165 esta sustituida por Ala. Adicionalmente, todos
los mutantes representados en las Figuras 4A-4C incluyen una sustitucién de Pro por Thr normalmente presente en
la posicién 1428 e lle por | a Ser normalmente presente en la posicion 1429. En la F igura 4A, la protein a incluye en
direccidon N-terminal a C-terminal, una Met en N-terminal, los aminoacidos 1027-1657 de NS3 y los aminoacidos
1658-1711 de NS4a vy, por tanto, incluye los dominios NS3 y NS4a de longitud completa de la poliproteina del VHC.
En la Figura 4B, la proteina i ncluye en direccion N-terminal a C-terminal, una Met en N-terminal y los aminoacidos
1027-1657 de NS3 'y, por ta nto, incluye los dominios NS 3 de longitud completa de la p oliproteina del VHC. En la
Figura 4C, la proteina incluye en direccion N-terminal a C-terminal, una Met en N-terminal y los aminoacidos 1678-
1690 de de NS4a, seguida de la secuencia de aminoacidos Ser-Gly-Ser, después los aminoacidos 1029 a 1657 de
NS3.

Las Figuras 5A-5C (SECIDN°1y 2)re presentan la s ecuencia d e nucledtidos y la secuencia de aminoacidos
correspondiente de la proteina de la Figura 4A, denominada "NS34aPl.1165."

Las Figuras 6 A-6C (SECID N°3y 4)re presentan la s ecuencia d e nucleétidos y la secuencia de aminoacidos
correspondiente de la proteina de la Figura 4B, denominada "NS3PI.1165."

Las Figuras 7A-7C (SECID N°5y 6) re presentan la s ecuencia d e n ucleétidos y la secuencia de aminoacidos
correspondiente de la proteina de la Figura 4C, denominada "d.4a.t.NS3PI1.1165."

La Figura 8 es una representacion en diagrama del MEFA 7.1.

Las Figuras 9A-9F (SEC ID N° 9 y 10) representan el ADN y la correspondiente secuencia de aminoacidos del MEFA
7.1

La Figura 10 es un diagrama a fotografia de la construcciéon de pd.HCV1a.ns3ns4aPl.

Las Figuras 11A-11C muestran MEF A representativos para usar con | os inmunoensayos objeto. La F igura 11A es
una representacion en diagrama de MEFA 3. L a Figura 11B es una re presentacion en diagrama de MEFA 5. La
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Figura 11C es una representacion en diagrama de MEFA 6.

La Figura 12 es un dibujo esquematico de un formato de inmunoensayo representativo que usa polipéptidos de NS3
modificados con un soporte solido revestido con estreptavidina.

La Figura 13 es una representacion de un gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie, que demuestra que las
proteinas mut antes NS- no sufren autoh idrdlisis y no escindenel MEFA7.1. C arril 1: NS34 aPlI; Carril 2:
NS34aPl1.1165; carril 3: NS3P 1.1165; carril 4: NS34aPl + MEFA 7.1, t=0; Carril 5: NS34aPI + MEFA 7.1, t=40 min;
Carril 6: NS34aPIl + MEFA 7.1, t=2 h; Carril 7: NS34aPI. 1165 + MEFA 7.1, t=0; Carril 8: NS34aPI1.1165 + MEFA 7.1,
t=40 min; Carril 9: NS34aPl. 116 5+ MEFA7.1,t= 2 h; Carril 10: N S34aPI.1165 + MEF A 7.1, t=0; Carril 11:
NS3PI.1165 + MEFA 7.1, t=40 min; Carril 12: NS3PI1.1165 + MEFA 7.1, t=2 h; Carril 13: MEFA 7.1.

La Figura 14 es una representacion de una transferencia Western usando anti-SOD como anticuerpo primario contra
MEFA 7.1 y HRP anti-raté n como antic uerpo secu ndario, lo que d emuestra que | as proteinas mutantes NS3 n o
sufren autohidrdlisis y no escinden el MEFA 7.1. C arril 1: NS34aPI; Carril 2: NS34aPI1.1165; carril 3: NS3P1.1165;
carril 4: NS 34aPl + MEFA 7.1, t=0; Carril 5: NS34 aP| + MEFA 7.1, t=40 min; Carril 6: NS34aPl + MEFA 7.1,t=2 h;
Carril 7: NS34aPI1.1165 + MEFA 7.1, t=0; Carril 8: NS34aPI 116 5+ MEFA 7.1, t=40 min; Carril 9: NS34aPl.1165 +
MEFA 7.1, t=2 h; Carril 1 0: NS3PI. 1165 + MEFA 7.1, t=0; Carril 11: NS 3P1.1165 + MEFA 7.1, t=40 min; Carril 12:
NS3PL 1165 + MEFA 7.1, t=2 h; Carril 13: MEFA 7.1.

Descripcion detallada de la invencién

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales
de quimica, bioguimica, técnicas de ADN recombinante e inmunologia, dentro de la experiencia en la técnica. Dichas
técnicas se explican por completo en la literatura. Véase, por ej emplo, Fundamental Virology, 22 Edicién, vol. | y Il
(B-N. Fields y D.M. Knipe, eds.); Handbook of Experimental Inmunology, Vols. I-IV (D.M. Weir y C.C. Blackwell eds.,
Blackwell Scie ntific Pu blications); T .E. Creighton, Pr oteins: Structures a nd M olecular Properties (W .H. Freeman y
Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., edicion act ual); Sambrook, y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (22 Edicion, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic
Press, Inc.).

También cab e indicar que, c omo se usa en la pres ente memoria descriptiva y las re ivindicaciones adjuntas, las
formas e n singular “uno”, “una” y “el/la" comprenden las refere ncias e n plural a me nos que el co ntexto i ndique
claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la refere ncia a “un antigeno” incluye unamezclade dos o mas

antigenos y similares.

A lo largo del texto se usan las siguientes abreviaturas de aminoécidos:

Alanita: Ala (A) Arginina: Arg (R)
Asparagina: Asn (N) Acido aspartico: Asp (D)
Cisteina: Cys (C) Glutamina: Gin (Q)
Acido glutamico: Glu (E) Glicina: Gly (G)
Histidina: His (H) Isoleucina: lle (I)
Leucina: Leu (L) Lisina: Lys (K)
Metionina: Met (M) Fenilalanina: Phe (F)
Prolina: Pro (P) Serina: Ser (S)
Treonina: Thr (T) Triptéfano: Trp (W)
Tirosina: Tyr (Y) Valina: Val (V)

|. Definiciones

Al describir la presente invencién se emplearan los términos siguientes y se pretende definirlos como se indica a
continuacion.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se refieren a un polimero de residuos de aminoacido y no estan limitados a
una longitud minima del producto. Por tanto, péptidos, oligopéptidos, dimeros, multimeros y similares estan incluidos
dentro de la definicion. Tanto las proteinas de longitud completa como fragmentos de las mimas estan dentro de la
definicion. Los términos también incluyen las modificaciones postexpresion del polipéptido, por ejemplo glicosilacion,
acetilacion, fosforilacién y similares. De forma adicional, para los fines de la presente invencion un “polipéptido” se
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refiere a una proteina que incluye “modificaciones, tales como deleciones, adiciones y sustituciones (en general de
naturaleza conservadora), en | a secuencia nativa, siempre que la proteina mantenga la actividad deseada. Estas
modificaciones pued en s er d eliberadas, co mo las rea lizadas med iante mutagé nesis dirigida al sitio, o pue de ser
accidental, tal como mutaciones de huéspedes que producen las proteinas o errores debido a la amplificacién por
PCR.

Un polipéptido del VHC es un polipéptido, como se ha definido anteriormente, derivado de la poliproteina del VHC.
El polipéptido no tien e que derivar fisicamente del VH C, pero pu ede producirse de for ma sintética o recombinante.
Ademas, el polipéptido puede derivar de cualquier de las diversas cepas y aislamientos del VHC, tales como, entre
otros, cual quiera de | os aislamientos de las cepas 1,2,3,4,506 del VHC. Se co nocen num erosas regi ones
conservadas y variables entre estas cepas y, en general, las secuencias de aminoacidos de los epitopos derivados
de estas regiones tendran un grado alto de homologia de secuencia, por ejemplo una homologia de secuencia de
aminoacidos superior al 30 %, prefer entemente superior al 40 %, cua ndo las d os secuencias estan alineadas. Por
tanto, por ejemplo, el término polipéptido "NS3/4a" se refiere a NS3/4a nativa de cualquiera de las diversas cepas
del VHC, asi como an alogos, muteinas y fragmentos inmunogénicos de "NS3/42, tal como se define adicionalmente
mas adelante. Los genotipos completos de muchas de estas cepas se conocen. Véanse, por ejemplo, las p atentes
de EE.UU. N° 6.150.087 y los numeros de registro en GenBank AJ238800 y AJ238799.

Con un p olipéptido “der ivado d €” u na po liproteina d el VHC se q uiere decir un p olipéptido q ue co mprende una
secuencia de una o mas regiones o porciones de regiones de la poliproteina del VHC de referencia. Normalmente, el
polipéptido esta compu esto por regiones o porciones de regiones que incluyen epitopos y, en ge neral, tienen u na
secuencia de aminoacidos s ustancialmente homo loga a la de | p olipéptido d e refer encia, como s e define mas
adelante. Por tanto, la expresion “derivado de” se usa para identificar la fuente original de una molécula, pero no se
pretende limitar el procedimiento mediante el cual se produce la molécula que puede ser, p or ejemplo, mediante
sintesis quimica o medios recombinantes.

Los términos “analogo” y “muteina” hace referencia a derivados biolégicamente activos de la molécula de referencia,
o fragmentos de dichos derivados, que conservan la actividad deseada, tal como inmunorreactividad en los ensayos
que se describen en el pr esente documento. En gen eral, el término “analogo” hace referencia a com puestos que
tienen un a se cuencia y estructura de p olipéptidos nativa con una o mas adici ones, sustituciones (en gen eralde
naturaleza conservadora o, e n el cas o de NS3 modificada, de n aturaleza no c onservadora en el sitio proteolitico
activo) y/o deleciones de aminoacidos, respecto a la mol écula nativa, siempre que las modificaciones no destruyan
la actividad inmunogénica. El término “muteina” se refiere a polipéptidos que tienen una o mas moléculas similares a
aminoacidos, que incluyen, entre otros, co mpuestos que comprenden so6lo moléculas amino y/o imino, polipéptidos
que co ntienen uno o mas a nalogos d e un amino acido (i ncluidos, por ejemplo, ami noacidos no n aturales etc.),
polipéptidos con enlaces sustituidos, asi como otras modif icaciones conocidas en la técnica, moléc ulas naturales y
no naturales (p. €j., sintéticas), en forma de ciclos, ramificadas y similares. El término también incluye moléculas que
comprenden uno o mas r esiduos de glicina N-sustituidos (un “peptoide”) y otros aminoacidos o péptidos sintéticos.
(Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5.831. 005; 5.877.278; y 5.977.301; Nguyen y col., Chem Biol.
(2000) 7:463-473; y Simon y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:9367-9371 para descripciones de peptoides).
Preferentemente, el ana logo o muteina tie ne al me nos la misma inm unoactividad qu e la mol écula nativa. Enl a
técnica se ¢ onocen pr ocedimientos p ara fabricar analogos y m uteinas d e pol ipéptidos, ys e descri ben
adicionalmente mas adelante.

Como se ha explicado anteriormente, los analogos incluyen, en general, sustituciones de naturaleza conservadora,
es decir sustituciones que tienen lugar en una familia de aminoacidos que estan rel acionados p or sus ca denas
laterales. Esp ecificamente, en g eneral, | os amino acidos se divi den e n cuatro fam ilias: (1) aci dos — asp artato y
glutamato; (2) basicos — | isina, argi nina, h istidina; (3) no polar es -- ala nina, valin a, leuci na, isoleucina, pro lina,
fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polares sin carga — glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina,
tirosina. En ocasiones, los aminoacidos fenilalanina, triptéfano y tirosina se clasifican como aminoacidos aromaticos.
Por ejem plo, es razon ablemente pre decible que u na su stitucion a islada de le ucina con isol eucina o valina, u n
aspartato con un glutamato, una tre onina con una serina o una sustitucién conservadora similar de un aminoacido
con un aminoacido estructuralmente relacionado, no tendra un efecto im portante sobre la activid ad biolégica. Por
ejemplo, el p olipéptido de interés puede incluir hasta apr oximadamente 5-10 su stituciones d e amin oacidos
conservadoras on 0 co nservadoras, o incluso hasta aproximadamente 15- 25 s ustituciones de aminoacidos
conservadoras 0 no ¢ onservadoras, o cu alquier nimero entero entre 5 -25 siempre que la funcion dese ada de la
molécula permanezca intacta. Un e xperto en la técnica puede determinar con facilidad regiones de la molécula de
interés que pueden tolerar cambios con referencia a los graficos de Hopp/Woods y Kyte-Doolittle, bien conocidos en
la técnica.

Por “NS3 mod ificada” se qui ere decir un p olipéptido NS 3 con una mo dificacion tal qu e la activi dad proteasa del
polipéptido NS3 esta alterada. Por tanto, los poli péptidos de NS3 modificados exhiben menos actividad proteasa en
comparacion con el p olipéptido de NS 3 parental sin modificar. La mod ificacién puede incluir una o mas adic iones,
sustituciones (en general, d e naturaleza no conservadora) y/o d eleciones de aminoacidos respecto a la molécula
nativa, en la que la susceptibilidad a la escision proteolitica de NS3 se reduce o elimina. Mas adelante se tratan
procedimientos para medir la actividad proteasa.
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Por “fragme nto” se q uiere d ecir u n po lipéptido que consiste en s 6lo una parte de la secuencia p olipeptidicade
longitud completa y de la estructura intactas. El fragmento puede incluir una delecién en C-terminal y/o una delecion
en N-terminal del polipéptido nativo. Un “fragme nto inmunogénico” de una proteina concreta del VHC incluira, en
general, al menos aproximadamente 5-10 residuos de aminoacidos contiguos de la molécula de longitud completa,
preferentemente al men os aproximadamente 15-25 resid uos de ami noacidos co ntiguos de la moléc ula de lo ngitud
completa y, mas preferentemente, al menos aproximadamente 20-50 o mas residuos de aminoéacidos contiguos de
la moléc ula de lon gitud co mpleta, qu e d efinen un epit opo, o cua Iquier numero e ntero entre 5 a minoacidos y la
secuencia de longitud completa, siempre que el fragmento en cuestién conserve inmunorreactividad en los e nsayos
descritos en el presente d ocumento. Por ej emplo, los frag mentos inm unogénicos preferidos, incluyen, entre otros,
fragmentos del nucleo del VHC que comprenden, por ejemplo, los aminoacidos 10-45, 10-53, 67-88 y 120-130 de la
poliproteina, el epitopo 5-1-1 (en la regién NS4a/NS4b del genoma viral), asi como epitopos definidos derivados de
cualquiera de las regiones de la poliproteina mostrada en la Figura 1, tal como, entre otros, E1, E2, N S3 (p. €j., un
polipéptido c33c de la regién NS3), NS4 (p. €j., el polipéptido c100 de las regiones NS3/NS4), las regiones NS3/4a y
NS5 de la poliproteina del VHC, asi como cualquiera de los demas epitopos identificados de la poliproteina del VHC.
Véase, por ejemplo, Chien y col., Proc. Natl . Acad. Sci. USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J. Gastroent.
Hepatol. (1993) 8:S33-39; Chie ny co |., publicacion i nternacional n © W O 93/00 365; C hien, D. Y., publ icacion
internacional n°® WO 94/01778; patentes de EE.UU. n°® 6.150.087 y 6.121.020.

El términ o “e pitopo”, como s e usa en el presente documento, se refiere a una secuenciade almenos3 a5,
preferentemente de aproximadamente 5 a10 0 15, y no mas de aproximadamente 1.000 aminoacidos (o cualquier
numero entero entre ellos), que d efinen una secu encia que, por si misma o como p arte de un a secue ncia mas
grande, se une a un anticu erpo generado como respuesta a dicha secuencia. No hay un limite superior critico de la
longitud del fragmento, que puede comprender casi toda la longitud de la secuencia proteica, o incluso una proteina
de fusién que comprende dos o méas e pitopos de la poliproteina del VHC. Un e pitopo para usar en la i nvencion
objeto no esta limitado a un polipéptido que tenga la secuencia exacta de la porc i6n de la protein a parental de la
cual d eriva. D e hech o, los genom as viral es estan en un estado de fluj o constante y contienen vari os domin ios
variables q ue exhiben gr ados rel ativamente a ltos de va riabilidad e ntre | os aislamientos. Por tant o, el térmi no
“epitopo” abarca secuencias idénticas a la secuencia nativa, asi como modificaciones de | a secuencia nativa tales
como deleciones, adiciones y sustituciones internas adicionales (normalmente de naturaleza conservadora).

Las re giones de un polipéptido dado que incluyen un epitopo se pueden id entificar usando cualquier nimero de
técnicas de mapeo de epitopos bien conocidas en | a té cnica. Vé ase, por e jemplo, E pitope Map ping Protocols in
Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn

E. Morris, Ed., 199 6) Humana Press, T otowa, New Jersey. P or ejemplo, se pu eden determinar e pitopos lineales
mediante, por ejemplo, sintesis concurrente de niumeros elevados de péptidos sobre soportes solidos, en los que los
péptidos c orresponden a por ciones d e |a molécula prote ica y haciendo reaccionar | os pé ptidos co n a nticuerpos
mientras los péptidos siguen unidos a los soportes. Dichas técnicas se conocen en la técnica y se describen en, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n° 4.08.871; Geysen y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen y
col. (19 85) Proc. Natl. Acad . Sci. USA 82 :178-182; Ge ysen y col. (19 86) Mol ec. Immunol. 23:7 09-715, que s e
incorporan en el presente d ocumento por referencia en su totalidad. Us ando dichas té cnicas, se han ide ntificado
diversos epitopos del VHC. Véase, por ejemplo, Chien y col., Viral Hepatitis and Liver Disease (1994) pag. 320, -324
y m as a delante. De f orma similar, los epitopos co nformacionales se ide ntifican co n facil idad determinando | a
conformacion espacial de los aminoacidos, tal como, por ej emplo, mediante cristal ografia de rayos X y resonancia
magnética n uclear b idimensional. Véas e, por ej emplo, Epitop e Map ping Prot ocols, anteri ormente. Las regi ones
antigénicas d e proteinast ambién se p uedenid entificar usan do graficos d e antig eneicidad e hidro patia
convencionales, tales como los ca Iculados usan do, p or ejemplo, el p rograma de s oftware Omig a versié n 1.0
disponible en Oxford Molecular Group. Este programa informatico emplea el procedimiento de Hopp/Woods Hopp y
col., Proc. Natl. Acad. Sci US A (1981) 78:3824-3828 para determinar los perfiles de antigeneicidad, y la técnica de
Kyte-Doolittle, Kyte y col., J. Mol. Biol. (1982) 157:105-132 para graficos de hidropatia.

Como se usa en el presente documento, la e xpresion " epitopo c onformacional" se r efiere a una porcion de una
proteina de longitud completa o un analogo o muteina de la misma, que tiene caracteristicas estructurales nativas de
la secuencia de aminoacidos que codifica el epitopo en la proteina natural de longitud completa. Las caracteristicas
estructurales nativas incluyen, entre otras, glicosilacién y estructura tridimensional. La longitud de la secuencia que
define el epitopo puede estar sujeta a amplias variaciones, ya que se cree que estos epitopos estan formados por la
forma tridime nsional del antigeno (p. €j., pl egamiento). Por tanto, los a minoacidos que definen el e pitopo “pueden
ser relativamente pocos en numero pero ampliamente dispersados a lo largo de la longitud de la molécula, llegando
a la correcta conformacion del epitopo a través del plegamiento. Las porciones del antigeno entre los residuos que
definen el epitopo pueden no ser cruciales para la estructura conformacional del epitopo. Por ejemplo, la delecion o
sustitucion de estas secu encias i ntermedias pueden no afectar al epitopo ¢ onformacional si empre que las
secuencias cruciales para la conformacion del epitopo se mantengan (p. €j. las cisternas implicadas en los puentes
disulfuro, los sitios de glicosilacion etc.).

Los e pitopos conformacionales prese ntes en lar egién NS3/4a, se i dentifican facilm ente us ando p rocedimientos
tratados anteriormente. Ademas, la presencia o ausencia de un epitopo conformacional en un polipéptido dado se
puede d eterminar co n facili dad me diante d eteccion sel ectiva del antigeno d e inter és con u n antic uerpo (su ero
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policlonal o m onoclonal fre nte al e pitopo ¢ onformacional) y com parando su re actividad conla de unav ersion
desnaturalizada del antigeno que sdélo conserva epitopos lineales (en su caso). En dicha deteccion selectiva usando
anticuerpos policlonales, puede ser ventajoso absorber el suero policlonal primero con el antigeno desnaturalizado y
ver si conserva anticuerpos frente al antigeno de interés.

Preferentemente, un epitopo conformacional se produce de forma recombinante y se expresa en una célula a partir
de la cual se puede extraer en condiciones que conserven sus car acteristicas estructurales deseadas, por ejemplo
sin desnaturalizacion del epitopo. Dichas células incluyen células de bac terias, levaduras, insectos y de mamifero.
La expresion y el aislamiento de epitopos conformacionales recombinantes de la proteina del VHC se describen en,
por ejemplo, las publicaciones internacionales n® WO 96/04301, WO 94/01778, WO 95/33053, WO 92/08734. Como
alternativa, es posi ble expresar los antige nos y renaturalizar después la proteina tras | a recuperacion. También se
entiende q ue la sintesis g uimica puede tambi én pro porcionar mim itopos a ntigénicos ¢ onformacionales q ue
reaccionan de forma cruzada con el epitopo conformacional del antigeno “nativo”.

La expresion “antigeno de fusién de multiples epitopos” o “MEFA”, como se usa en el presente documento quiere
decir un polipéptido en el que multiples antigenos virales estan dispuestos como una cadena sencilla y continua de
aminoacidos, cadena que no se produce en la naturaleza. Como se usa en el presente documento, los MEFA estan
limitados a a ntigenos del VHC. Los antige nos del VH C p ueden estar ¢ onectados directamente e ntre si mediante
enlaces peptidicos o pueden estar separados por secuencias de aminoacidos intermedios. Los antigenos de fusion
pueden tamb ién c ontener s ecuencias e xdégenas ala poliproteina d el VHC. A demas, las s ecuencias del VH C
presentes pueden proceder de multiples genotipos y/o aislamientos del VHC. Ejempl os de MEF A concretos p ara
usar en los presentes inmunoensayos se detallan en, por ejemplo, la publicacion internacional n® WO 97/44469; las
patentes de EE.UU. n® 6.514.731, 6.428.792 y 6.632.601.

Un "anticuerpo” quier e decir una molécula que s e un e e specificamente a un e pitopo de inter és presente enun
antigeno. Por “se une especificamente” se quiere d ecir que el anticuerpo reconoce e interacciona con el epitopo
mediante una interaccién de tipo "llave y cerradura" para formar un complejo entre el antigeno y el anticuerpo, frente
a la union inespecifica que se podria producir entre el anticuerpo y, por ejemplo, el sustrato de prueba. Por tanto, por
ejemplo, un anticuerpo del nucleo del VHC es una molécula que se une especificamente a la proteina del nucleo del
VHC. El térmi no “a nticuerpo”, como se u saen el presente d ocumento, inclu ye | os anticu erpos obtenidos d e
preparaciones tanto policlonales como monoclonales, asi como de los siguientes: moléculas de anticuerpos hibridos
(quiméricos (véase, por ejemplo, Winter y col. (1991) Nature 349:293-299; y la patente de EE.UU. n°® 4.816.567); los
fragmentos F(ab’)2 y F(ab); las moléculas Fv (heterodimeros no covalentes, véase, por ejemplo, Inbar y col. (1972)
Proc Natl Aca d Sci USA 69:265 9-2662; y Ehrlich y col. (198 0) Biochem 19:409 1-4096); molécu las F v de cadena
sencilla (sFv) (véase, por e jemplo, Huston y col. (1988) Pr oc Natl Acad Sci USA 85:58 79-5883); construcciones de
fragmentos de anticuerpos diméricos y triméricos; minicuerpos (vé ase, por ejemplo, P ack y col. (1992) Bioc hem
31:1579-1584; Cumber y col. (1992) J Immunology 149B:120-126); moléculas de anticuerpos humanizados (véase,
por ejemplo, Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyan y col. 1988; 239; 1534; -1536; y

Publicacion d e patente U.K. n® GB 2.276.1 69, pub licada el 21 d e septi embre d e 199 4); v, cualq uier fragmento
funcional obtenido de d ichas molécu las, enelq ue dichos fragme ntos conserva n | as prop iedades de uni 6n
inmunoldgicas de la molécula del anticuerpo parental.

Como se us a en el pr esente documento, “anticuerpo monoclonal” se re fiere a un a composicién de anticuerpo que
tiene un a poblacion h omogénea de a nticuerpos. E | térm ino no esta limitado por las esp ecies o la fue nte d el
anticuerpo, ni tampoco se pretende que esté limitado por el modo en el que se fabrica. Por tanto, el término abarca
anticuerpos obtenidos de hibridomas murinos, asi como de anticuerpos monoclonales humanos obte nidos usando
hibridomas hu manos en | ugar de mur inos. Véase, por ejemplo, C ote y col. Monoc lonal Antib odies and C ancer
Therapy, Alan R. Liss, 1985, pag. 77.

Por “aislado” se quiere decir, al hacer referencia a un polipéptido, que la molécula indicada es distinta y pequefa del
organismo entero con el cual la molécula se encuentra en la naturaleza o estd presente en ausencia sustancial de
otras macr omoléculas bi oldgicas del mis mo tip 0. El t¢ rmino “ aislado” con r especto a un po linucleétido es u na
molécula de acido nucleico desprovista, todo o en parte, de secu encias asoci adas normalmente conellaen la
naturaleza; o una secuencia, como existe en la naturaleza, pero que tiene secuencias heterélogas asociadas en ella;
0 una molécula disociada del cromosoma.

Por “determinante antigénico equivalente” se quiere decir un determinante antigénico de difere ntes subespecies o
cepas de VHC, tal como las cepas 1,2 o0 3 del VHC. Mas especificamente, se con ocen epitopos, como el “5-1-17,
que se producen aproximadamente en | as posiciones 16 94-1735, numeradas respecto a la secu encia poliproteina
del VHC-1 (véase la Figura 1) y dichos epitopos varian entre las cepas 1, 2 y 3. Por tanto, el epitopo 5-1-1 de las
tres cepas diferentes son determinantes antigénicos equivalentes y, por tanto, son “c opias” aunque sus secuencias
no sean idénticas. En general, las secuencias de aminoacidos de determinantes antigénicos equivalentes tendran un
grado alto de homologia de secuencia, por ejemplo una homologia de secuencia de aminoacidos superior al 30 %,
preferentemente superior al 40 %, cuando las dos secuencias estan alineadas.
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“Homologia” se refiere al p orcentaje de similitu d entre dos r estos polinucleotidicos o d os polipeptidicos. Dos
secuencias de ADN, od os secue ncias polipeptidicas, son “susta ncialmente homdlogas” entre si cuan do | as
secuencias e xhiben al men os apr oximadamente 50 %, preferentemente al me nos a proximadamente 75 %, m as
preferentemente al men os ap roximadamente 80-8 5 %, preferentemente al menos a proximadamente 90 % y mas
preferentemente al menos aproximadamente 95 %-98 % de similitud de secuencia sobre una longitud definida de las
moléculas. Como se usa en el prese nte documento, sustancialmente homdélogo también se refiere a moléculas que
muestran identidad completa con el ADN o la secuencia polipeptidica especificados.

En general, “identidad” se refiere a una correspondencia exacta de nucleotido-nucleétido o aminoacido-aminoacido
de d os sec uencias de polinucleétidos o polipéptidos, re spectivamente. El p orcentaje de identidad se puede
determinar mediante una comparacion directa de la informacion de la secuencia entre dos moléculas (la secuencia
de referencia y una secuencia con % de identidad desconocido con respecto a la secuencia de referencia) alineando
las secuencias, contando el nUmero exacto de apareamientos entre |las dos secuencias alineadas, dividiendo por la
longitud de la secuencia de referencia y multiplicando el resultado por 100.

Se pu eden usar pro gramas informatic os disponibles fa cilmente p ara a yudar a | a nalisis de la h omologia y la
identidad, tal como ALIGN, Dayhoff, M.O. en Atlas of Protein Sequence and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Supp I.
3:353-358, National biomedical Research Foundation, Washington, DC, que adapta el alg oritmo de homologia local
de Smith y Waterman Advances in A ppl. Math. 2:482-489,1981, 1981 para e | analisis peptidico. Program as para
determinar la homologia de la secuencia nucleotidica estan disponibles en el paquete Wisconsin Sequence Analysis
Package, Version 8 (dis ponible en Genetics Computer Group, Madison, WI) por ejemp lo los pr ogramas BESTFIT,
FASTA y GAP, que también dependen del algoritmo de Smith y Waterman. Estos programas se usan facilmente con
los p arametros pred eterminados rec omendados por el fabricante y descritos en el paquete Wisconsin Se quence
Analysis Pack age al que se ha hecho referencia anteriormente. Por ejemplo, el porcentaje de hom ologia de un a
secuencia n ucleotidica concr eta con un a secue ncia d e referenc ia se p uede determi nar usan do el algoritmo de
homologia de Smith y Waterman con una tabla de puntuaciones predeterminadas y una penalizacion por hueco de
seis posiciones de nucledtidos.

Otro procedimientos de estab lecer un porcentaje de homologia en el contexto de la presente invencion es usar el
paquete MPS RCH de pr ogramas de cu yos derec hos es propietaria | a University of Edin burgh, de sarrollados por
John F. Co llins y Shane S. Sturrok, y distribuidos por IntelliGenetics, Inc. (Mountain View, CA) D e este grupo de
paquetes se p uede emplear el algoritmo de Smith-W aterman en el que se usan | os parametros predeterminados
para la tabla de puntuacién (por ejemplo, penalizaciéon por hueco abierto de 12, penalizacion por extension de hueco
de uno y un h ueco de seis). De los datos g enerados, el valor “Correspondencia” refleja “homologia de secuencia”.
Otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad o similitud entre secuencias generalmente se
conocen en la técnic a, p or ejem plo otro progr ama de alineacion es el B LAST, que se usa co n par ametros
predeterminados. Por eje mplo, BLAST N yBLAST P puedenu sarse usa ndo los sigui entes param etros
predeterminados: Cédi go g enético= es tandar; filtro= ning uno; he bra= a mbas; corte= 60; previsto= 10; Matriz=
BLOSUM®62; Descripciones = 50 secu encias; clasific adas por = PU NTUACION ALT A; bases de datos= no
redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + Swiss protein + Spupdate + PIR. Los
detalles de estos programas estan disponibles faciimente.

Como alternativa, la homo logia se pued e d eterminar medi ante hibridacion de po linucledtidos e n condiciones que
forman duplex estables entre regiones homologas, seguido de digestion con nucleasa(s) especificas de una cadena
y determinaciéon del tama fio d e | os fra gmentos digeridos. L as s ecuencias d e A DN q ue s on s ustancialmente
homdlogas se pueden id entificar en un experimento de hibridacion de tipo southern en, por ejemplo, condiciones
estrictas tal y como se define para ese sistema concreto. La definicién de las condiciones de hibridaciéon adecuadas
esta dentro de la experiencia en la té cnica. Véase, por ejempl o, Sambrook y col., ant.; DNA Cloning, ant.; Nucleic
Acid Hybridization, ant.

Una “secuencia codificadora” o una secuencia que “codifica” un polipéptido seleccionado es una molécula de acido
nucleico que se transcribe (en el caso de | ADN) y traduce (en el caso del ARNm) en un poli péptido in vitro o in vi vo
cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras ad ecuadas. Los limites de la s ecuencia codificadora
estan determinados por un codén de iniciacion en el extremo &' (amino) y un codén de finalizacion de la traduccion
en el extremo 3' (carboxi). Una secuencia de terminacion de la transcripcion puede localizarse en 3’ de la secuencia
de codificacion.

“Operablemente unido” se refiere a u na organizacion de elementos en la que los com ponentes asi de scritos estan
configurados de modo que realizan su funciéon deseada. Por tanto, un pr omotor dado operablemente unido a una
secuencia codificadora es capaz de efectuar la expresion de la secuencia codificadora cuando estan presentes los
factores de tra nscripcién adecuados. El pro motor no nec esita estar conti guo a | a secuencia codificadora, mientras
que funcione dirigiendo su expresién. Por tanto, por ejemplo, las secuencias intermedias sin traducir pero transcritas
pueden estar presentes e ntre la s ecuencia prom otora y la sec uencia codificadora, c omo tamb ién puede haber
intrones transcritos, y la secu encia promotora puede seguir consid erandose “unida op erablemente” a | a secuencia
codificadora.

“Recombinante”, como se usa en el presente documento para describir una molécula de acido nucleico significa un
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polinucledtido de origen gendmico, ADNc, viral, semisintético o sintético que, en virtud de su origen o0 manipulacion,
no esta asociada con nada o una porcion del polinucleétido con el qu e esta asociada en la naturaleza. El término
“recombinante”, como se us aconrespectoa una proteina o po lipéptido qui ere dec ir un polipéptido pro ducido
mediante la e xpresion de u n polinucleétido recombinante. En gen eral, el gen de i nterés se colon a y después se
expresa en or ganismos tran sformados, co mo se describ e mas ade lante. El organ ismo hués ped expresa e I gen
extrafio para producir la proteina en condiciones de expresion.

Un “elemento control” se refi ere a u na secuencia de polinucleétidos que ayuda en | a expresién de una secuencia
codificadora a la que esta u nido. El términ o incl uye pro motores, secu encias de ter minacién d e | a transcripc ién,
dominios reguladores en 5°, sefales de poliadenilacién, regiones no traducidas, incluidas 5°’-UTR and 3'-UTR, y,
cuando s ea a decuado, sec uencias lid er y p otenciadores, que, e n conjunto, pr oporcionan la tr anscripciéon y
traduccion de una secuencia codificadora en una célula huésped.

Un “promotor”, como se usa en el presente documento, es una region reguladora de ADN capaz de unirla ARN
polimerasa en una célula huésped e iniciar la tra nscripcion de una secuencia codificadora (direcciéon 3’) p osterior
unida operablemente al mismo. Para los fines de la presente invencién, una secuencia promotora incluye el nimero
minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripcion de un gen de interés a niveles detectables por
encima del basal. Dentro de la secuencia promotora hay un sitio de inicio de la transcripcion, asi como dominios de
union a proteina (secuencias consenso) responsables de la unién de la ARN polimerasa. Los promotores eucariotas
a menudo, aunque no siempre, contienen cajas “TATA” y cajas “CAT".

Una secuencia de contro | “dirige la transcripcion” de una secuencia de codificaciéon en una célula cuando la ARN
polimerasa se une a la secuencia promotora y transcribe la s ecuencia codificadora en ARNm, que asuv ez se
traduce en el polipéptido codificado por la secuencia codificadora.

“Casete de expresion” o “construccion de expresion” se refiere a un en samblaje que puede dirigir la expresion de
la(s) secuencia(s) o gen(es) de interés. El casete de e xpresion incluye elementos de control, como se ha descrito
anteriormente, tal como un promotor que esta operablemente unido a la(s) secuencia(s) o gen(es) de interés (para
dirigir su tran scripcion dir ecta) y a men udo tambi éni ncluye una secue ncia de poliadenilacion. En ciertas
realizaciones de la invencion, el caset e d e e xpresion d escrito e n el presente documento p uede es tar contenido
dentro de u na construcc idon plasmidica. Ad emas de los componentes del c asete d e e xpresion, la construcc ién
plasmidica puede también incluir uno 0 mas marcadores seleccionables, una sefal que permite que la construccion
plasmidica exista como ADN monocatenario (p. €j., un origen de replicacion de M13), al menos un sitio de clonacion
multiple y un origen de replicacion de “mamifero” (p. ej., un origen de replicacion de SV40 o de adenovirus).

“Transformacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la insercién de un polinucleétido exdgeno en
una célula huésped, al m argen del proc edimiento us ado para | a ins ercién: por e jemplo, transformaci 6n mediante
captacion directa, transfeccion, infecci 6n y similares. Par a proce dimientos concretos de transfeccién, véase ma s
adelante. El polinucleétido exdgeno puede mantenerse como vector no integrado, por ejemplo, un episoma, o, como
alternativa, puede integrarse en el genoma del huésped.

Una “célula huésped” es u na célula que se ha transfo rmado, o es ca paz de transform arse, con u na secuencia de
ADN exdgeno.

Como se usa en el pres ente documento, una “muestra biolégica” se refiere a una muestra de tejido o fluido aislado
de un s ujeto que n ormalmente incl uye a nticuerpos pro ducidos por e | sujeto. Las m uestras tipicas que inc luyen
dichos anticuerpos se conocen en la técnica e incluyen, entre otras, sangre, plasma, suero, material fecal, orina,
médula dsea, bilis, liquido cefalorraquideo, liquido linfatico, muestras de la piel, secreciones externas de la piel, los
tractos respir atorio, intesti nal y g enitourinario, muestr as deriv adas de | epitelio gastr icoy la mucosa gastrica,
lagrimas, sal iva, lech e, cél ulas san guineas, 6rgan os, bi opsias, asi ¢ omo muestras de constitu yentes de cu Itivos
celulares in vitro, incluidos, entre otros, m edios acondicionados resultantes del crecimiento de células y tejidos en
medio de cultivo, por ejemplo células recombinantes y componentes celulares.

“Soporte sé lido com Un” quiere d ecir una matriz sé lida s encilla a la que los polipéptidos del VHC usados en los
inmunoensayos objeto estan unidos covalentemente o por medios no covalentes, tales como adsorcién hidréfoba.

“Inmunolégicamente re activo” o “i  nmunorreactivo” qu iere decir queel antigenoenc uestidn reacc iona
especificamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra bioldgica de un individuo infectado por VHC.

“Inmunogénico” quiere decir que el antigeno en cuestion producira una reaccion inmunitaria cuando se administre a
un individuo.

“Complejo inmunitario” quiere decir la combinacién formada cuando un anticuerpo se une a un epitopo sobre un
antigeno.

Como se usa en el presente documento, los términos “marcador” y “marcador detectable” se refieren a una molécula
capaz de rea lizar d eteccion, inclu idas, e ntre otras, is6topos r adioactivos, flu orescentes, qu imioluminiscentes,
enzimas, sustr atos e nzimaticos, cofactores de enz imas, inhibidores d e enzim as, cro méforos, co lorantes, i ones
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metalicos, sol es metalic os, ligandos (p. €] ., biotina, av idina, estre ptavidina o h aptenos) y s imilares. El término
“fluorescente” se refiere a una sustancia o porcion de la sustancia que es capaz de exhibir fluorescencia en la gama
detectable. Ej emplos co ncretos d e marc adores q ue s e pueden usar conl| ai nvencion i ncluyen, entre otro s,
peroxidasa de rabano (HRP), fluoresceina, FITC, rodamina, dansilo, umbeliferona, éster de dimetilacridinio (DMAE),
rojo Texas, NADPH, a—p—galactosidasa.

Il. Modos de llevar a cabo lainvencién

Antes d e describir con d etalle | a presente invencion debe e ntenderse que la presente invencién no se limita a
formulaciones concretas o p ardmetros de procedimientos concretos, ya que todos p ueden, por sup uesto, variar. Se
entendera tam bién q ue la te rminologia us ada en el pres ente documento es para el propdsito de d escribir sél o
realizaciones particulares de la invencion y no se desea que sea limitante.

Aunque en |l a practica de la pres ente invencion se pu eden us ar nu merosas ¢ omposiciones y procedimientos
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuacién se describen los procedimientos y
materiales preferidos.

Como se h aindicado anteriormente, la presente invencién se b asa en el descubrimiento de que los mutantes d e
polipéptidos del VHC co n dominios de NS 3 modificados, de modo que esté inhibida la actividad proteolitica de la
proteasa NS 3, pu ede co nservar los e pitopos co nformacionales y, por tanto, son utiles e n i nmunoensayos p ara
detectar la presencia de i nfeccion p or VH C. Los mutant es de NS 3 so n espec ialmente Utiles e n pr ocedimientos
diagnosticos p ara deteccion precisa y precoz de la inf eccion por VHC. Los proce dimientos se pu eden usar p ara
detectar infeccion por VHC durante las primeras etapas de la seroconversion del VHC, incrementando de este modo
la precision de la deteccién y reduciendo la incidencia de resultados falsos.

En particu lar, | os inmu noensayos descritos en el pr esente documento usan e pitopos altamente i nmunorreactivos
derivados de la region NS3/4a de |a poliproteina del VHC con mutaciones que alteran la actividad proteolitica pero
conservan | os epitopos co nformacionales. Los pol ipéptidos d e NS3 modifica dos se pue denu sarsolose n
inmunoensayos 0 en c ombinacién c on otr os a ntigenos del VHC, ta les como antig enos de f usidon de multi ples
epitopos que comprenden varios polipéptidos del VHC, bien de los mismos o de diferentes genotipos y aislamientos
del VHC, tal como multi ples epitopos inmunodominantes, por ejem plo e pitopos lineales principales del nucleo del
VHC, SECUENCIAS E1, E2, NS3, NS4, 5-1-1, ¢c100-3 y NS5. Los procedimientos se pueden poner en practica de
forma conveniente en un ensayo sencillo usando cualquiera de los d iversos formatos d e ensayo que se descri ben
mas adelante, tales como, entre otros, formatos de ensayos que usan un soporte sélido al que se unen los antigenos
del VHC.

Con el fin de entender adicionalmente la i nvencién se proporciona u na disc usién m as det allada con res pecto a
polipéptidos d e NS3 mod ificados y fusiones del VHC (es decir, MEF A), asi como produccién de las proteinas y
procedimientos de usar las proteinas.

Proteinas del VHC

Los genomas de las ce pas del VHC co ntienen un Un ico marco de lect ura abierto de apro ximadamente 9.000 a
12.000 nucledtidos que se transcriben en una pol iproteina. Comose muestraenlaF igura1 ylaTabla1,u na
poliproteina del VHC, tras escision, produce al menos diez productos distintos, en el orden siguiente:

NH2-Nucleo-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. El polip éptido del nicl eo se p roducee nla s
posiciones 1-1 91, numer ados en relaci 6n con el VHC- 1 (véas e, Choo y col. (19 91) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:2451-2455, para el g enoma del VH C-1). Este polipé ptido se proc esa después para producir un p olipéptido del
VHC co n a proximadamente 1-17 3 aminoacidos, Los polipéptidosd ela cub ierta, E1 yE 2, s e pro ducen
aproximadamente en las posici ones 192-383y 384-746, res pectivamente. EI dominio P7s e enc uentra
aproximadamente en las p osiciones 747-809. NS 2 es una proteina integr ald e | a membra na con activ idad
proteolitica y se encuentra aproximadamente en las pos iciones 810-1026 de la p oliproteina. NS2, en combinacion
con NS3, (encontrada aproximadamente en las posici ones 1027-1657), escinde el enlace Scissile NS2-NS3 que, a
su vez, genera el extremo NS3 N y libera una poliproteina grande que incluye las actividades serina proteasa y ARN
helicasa. La proteasa NS3, que se encuentra aproximadamente en las posiciones 1027-1207, sirve para procesar el
resto de la poliproteina. La actividad helicasa se encuentra alrededor de las posiciones 1193-1657. NS3 libera un
cofactor de N S3 (NS4a, qu e se encue ntra aproximadamente en las p osiciones 1658-1711), dos pr oteinas (NS4 b,
que se encuentra aproximadamente en las posiciones 1712-1972, y NS5a que se encuentra aproximadamente en
las posiciones 1973-2420), y una ARN polimerasa dependiente de ARN (NS5b, que se encuentra aproximadamente
enlas posiciones 2 421-3011). La termin acion d e la m aduracion de | a poli proteina s e inic ia me diante escisi 6n
autocatalitica en la unién NS3-NS4a, catalizada por la NS3 serina proteasa.
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Tabla 1
Dominio Limites aproximados*
C (nucleo) 1-191
E1 192-383
E2 384-746
P7 747-809
NS2 810-1026
NS3 1027-1657
NS4a 1658-1711
NS4b 1712-1972
NS5a 1973-2420
NS5b 2421-3011

*Numerado con respecto al VHC-1. Véase Choo y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2451-2455.

Los polipéptidos de NS3 modificados de la invencion estan mutados para inhibir la actividad proteasa, de modo que
la e scision adicional un po lipéptido qu e in cluye el dominio NS3 mo dificado, tal c omo un polipéptido NS3/4a, asi
como la esc isidn catalitica d e proteinas del VHC adic ionales us adas en combinacién con el po lipéptido de NS3
modificado, esta in hibida. El po lipéptido NS3 se p uede modificar me diante deleciéon de to do o una porcién d el
dominio d e proteasa NS 3. Como alter nativa, la activ idad pr oteolitica se p uede inhibir m ediante s ustitucion de
aminodacidos dentro de las r egiones activas del d ominio proteasa. Por ultimo, las ad iciones de aminoacidos a las
regiones activas del dominio, de modo que se modific a el sitio catalitico, también s erviran para inhibir la activi dad
proteolitica. Preferentemente, las modificaciones realizadas para reducir o eliminar la actividad proteasa no alteran
los epitopos conformacionales en las proteinas NS3 o NS3/4a nativas.

Como se ha explicado anteriormente, la actividad proteasa se e ncuentra en aproximadamente las posiciones 1027-
1207, numeradas con respecto a | a poliproteina del VHC-1 de longitud completa (véase, Choo y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1991) 88:2451-2455), las posiciones 2-182 de la Figura 3. Se conocen la estructura de la proteasa
NS3 y un siti o activ 0. Véa se, por ej emplo, D e F rancescoy col., Antivir. Ther. (1998) 3:99-1 09; Koch y col.,
Biochemistry (2001) 40:631-640. Por tanto, las deleciones o modificaciones de la secuencia nativa normalmente se
produciran en o cerca del sitio activo de la molécula. Particularmente, es deseable modificar o realizar deleciones de
uno 0 mas aminodacidos que se producen en las posiciones 1 o 2-182, preferentemente 1 02-17201 0 2-155de la
figura 3. Las modificaciones preferidas se realizan en la triada catalitica en el sitio activo de la proteasa, es decir los
residuos H, D y/o S, con el fin de inactivar la proteasa. Estos residuos se producen en las posiciones 1083, 1105 and
1165, respectivamente, numeradas resp ecto a la p oliproteina de longitud completa del VHC (p osiciones 58, 80 y
140, 1083, 1 105 an d 11 65, respectivam ente, de la F igura 3. Dich as modificac iones suprimiran | a actividad d e
escision pr oteoliticad el aproteas aN S3alti empoquem antienen lai nmunorreactividad. Sustitucio nes
particularmente preferidas son de naturaleza no co nservadora, tal com o una sustitucién de Ala para uno o mas de
los resid uos d e amin oacidos que norm almente se enc uentran en | as p osiciones 1083, 1105 y 1165 del d ominio
proteasa. Un experto en la t écnica puede determinar fa cilmente |as porciones de | a proteasa NS3 que sevana
eliminar con el fin de alterar la actividad.

Ademas, un experto en |a técnica puede determinar facilmente otras mo dificaciones de aminoacidos adecuadas en
estos sitios en base a la estructura y funcion conocidas de la prote asa NS3 del VHC como se describe en, por
ejemplo, De Franceco y col., Antivir. T her. (1998) (Supl. 3): 99-109; y Schechter y Berger, Biochim. Bi ophys. Res.
Commun. (1967) 27:157-162.En particular, se sabe que la proteasa NS2 es una serina proteasa y el mecanismo
proteolitico se basa en el ataque nucleofilico del enlace peptidico objetivo mediante una serina. En muchos casos, la
propiedad n ucleofilica d el grupo mejora con la presencia de u na histidina, mantenida en un "estado aceptorde
protones" por un aspartato. Las cadenas laterales alineadas de serina, histidina y aspartato forman la triada analitica
comun a la ma yoria de las se rina proteasas. El sitio acti vo de las seri na proteasas tiene forma de he ndidura en |a
que se u ne el sustrato poli peptidico. Sche chter y Berg er, Biochim. Bio phys. Res. Co mmun. (196 7) 27:157- 162
marcaron los residuos de aminoacidos desde el extremo N al C del sustrato polipeptid ico (Pi, ..., P3, P2, P1, P1’,
P2’, P3’, ..., Pj) y sus subsitios de union respectivos (Si,..., S3,S2,S 1, S1’, S2’, S3',..., Sj) y descubrieron que la
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escision se cataliza entre P1 y P1’. L a NS3 proteasa adopta un pliegue similar al d e la quimotripsina e incluye un
sitio muy largo de unién al sustrajo expuesto al disolvente, consistente con el re quisito de sustratos p eptidicos muy
largos (P6-P4°). La proteasa NS3 tiene preferencia por los residuos de cisteina en la posicién del sustrato P1. Por
tanto, en base a la estructura y funcién conocidas como se ha descrito anteriormente y en la técnica, un experto en
la técnica puede determinar facilmente otras sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos que serviran para
romper la actividad proteolitica de la proteasa NS3.

La presencia o ausencia de la actividad proteolitica de NS3 se puede determinar usando procedimientos conocidos
por los expertos en | a técnica. Por ej emplo, la activi dad proteasa, o ausencia de la misma, se pu ede determinar
usando el procedimiento que se describe mas adelante en los ejemplos, ademas de usar ensayos bien conocidos en
la técnica. V éase, por ejemplo, Takeshita y col., An al. Biochem. (1997) 247:242-246; Kakiuchiy col. , J. Biochem.
(1997) 122:749-755; Sali y col., Biochemistry (1998) 37:3392,3401-3401; Cho y col., J. Virol. Meth. (1 998) 72:109-
115; Cerretani y col., Anal. Biochem. (19 99) 266:192-197; Zhang vy col., Anal. Bioc hem. (1999) 2 70:268-275; 268-
275; Kakiuchi y col., J. Virol. Meth. (1999) 80:77-84; Fowler y col., J. Biomol. Screen. (2000) 5:153-158; y Kim y col.,
Anal. Biochem. (2000) 284:42-48.

En la molécula NS3 también puede haber mutaciones adicionales, pero no tienen que estar, tales como mutaciones
en el d ominio helicasa, por e jemplo la susti tucién de uno o ambos res iduos de am inoacidos enco ntrados en |as
posiciones 1428 y 1429, tal como Pro y Thr normalmente presentes en la posicion 1428 e lle por Ser normalmente
presente en la posicion 1429. Estas mutaciones se denominan mutantes “PI” en el presente documento. La figura 4B
muestra un a construccion NS3 mod ificada repr esentativa. La pr oteina inc luye una Meten N-t erminal y los
aminoacidos 1027-1657 de NS3 y, por tanto, incluye los dominios NS3 de longitud completa de la poliproteina del
VHC. La Ser que norma Imente esta prese nte en la posi cién 1165 est & sustituida con Ala. Ad emas, el mutant e
incluye la sustitucion Pl descrita anteriormente. Las secue ncias de ADN y de amin oacidos de esta con struccion se
representan en las Figuras 6A-6C.

Los polipéptidos NS3 modificados de |a presente invencion también pueden incluir, ademas de un dominio proteasa
NS3 mod ificada, el domi nio helicasa d e N S3 (es decir, toda | a secu encia po lipeptidica de NS3 y/ounooma s
polipéptidos d e una o mas ofras re giones de una p oliproteina del VH C. Prefere ntemente, | os p olipéptidos NS 3
modificados incluiran el polipéptido NS4a o un fragmento del mismo. De hecho, todas las regiones de la poliproteina
del VHC p ueden estar pres entes en dic has fusiones. Esto s polipéptidos pueden derivar del mismo ais lamiento del
VHC como el polipéptido NS3 o de diferentes cepas y aislamientos, incluidos los aislamientos que tienen cualquiera
de los diversos genotipos del VHC, para proporcionar mayor proteccién contra un amplio abanico de genotipos del
VHC. Adicionalmente, los polipéptidos se pueden seleccionar en base a los clados virales concretos endémicos de
regiones g eograficas especificas e n las que se usar an los inm unodiagnésticos. Es facilme nte evidente que |l as
proteinas modificadas del VHC proporcionan un modo eficaz de diagnosticar la infeccion por VHC en una amplia
variedad de contextos.

Se han determinado las secuencias de ac ido nucleico y de aminoacidos de un a serie de cep as y aislamientos de
VHC, incluidas las s ecuencias de acido nucleico y de aminoacidos de las diversas regiones de la poliproteina del
VHC, incluidos los genes y polipéptidos del nucleo, NS2, p7, E1, E2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b . Por ejemplo,
el aislamiento J1.1 del VHC se describe en Kubo y col. (1989) Japan. Nucl. Acids Res. 17:10367-10372; Takeuchi y
col., (1990) G ene 91:287-291; Takeuchi y col. (1990) J. Gen. virol. 71: 3027-3033; y Takeuchi y col., (1990) Nucl.

Acids Res. 18:4626. Las s ecuencias codificadoras completas de dos aislamientos independientes, HCV-J y BK, se
describen en Kato ycol., (1990) Proc. N atl. Acad. Sci. USA 87:9524-9528 y T akamizawa y col., (199 1) J. Viol

65:1105-1113 respectivamente.

Las publicaciones que describen los aislamientos del VHC-1 incluyen Choo y col. (1990) Brit. Med. Bull. 46:423-441;
Choo y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2451-2455 y Han y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1711-
1715. Los aislamientos del VHC HC-J1 y HC-J4 se describen en Okamoto y col. (1991) Japan J. Exp. Med 6 0:167-
177. Los aislamientos del VHC HCT 18~, HCT 23, Th, HCT 27, EC1 y EC10 se describen en Weiner y col. (1991)
Virol. 18 0:842-848. L os ais lamientos del VHC Pt-1, HCV-K1 y HCV-K2 se descri ben en En omoto y col. (199 0)
Biochem. Biophy s. Res. Commun. 17 0:1021-1025. Los ai slamientos del VHC A,C, D yEse describenen
Tsukiyama-Kohara y col. (1991) Virus Genes 5:243-254.

Cada uno de los componentes de una proteina de fusion se puede obtener de la misma cepa o aislamiento del VHC
o de diferentes cepas o a islamientos del VHC. Por ejem plo, el p olipéptido de NS 3 modificado se puede obtener de
una primera cepa de VHC vy otros polipéptidos de VHC presentes se pueden obtener de una segunda cepa de VHC.
Como alternativa, uno o mas de los otros p olipéptidos del VHC, por ejemplo NS2, NS4a, NS4b, Nucleo, p7, E1 y/o
E2, so estan presentes, se p uede obtener de una primera cepa de VHC vy el resto de los polipéptidos de VHC se
pueden obtener de una segunda cepa de VHC. Adicionalmente, cada uno de los polipéptidos de VHC presentes se
puede obtener de diferentes cepas de VHC.

En ciertas rea lizaciones, la proteina NS 3 modific ada ta mbién compre nde u n domi nio NS4a, o un a porci 6n d el
mismo, por eje mplo un dominio NS4a y/o un NS4b, o un fragmento del mismo. La protei na NS3 mo dificada (con o
sin el dominio NS4a) también se pu ede fusionar con otras regiones del VHC, tal com o con u n dominio NS5a, un
polipéptido del nucleo de un VHC, y similares. Estas regiones no tienen que estar en el orden en el que estan de
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forma natural en la poliproteina nativa del VHC. Por tanto, por ejemplo, si esta presente, el polipéptido NS4a se
puede fusionar con el extremo C y/o C del polipéptido NS3.

Las Figuras 4A y 4C muestran polipéptidos NS3 m odificados representativos. En las Figuras, la Ser normalmente
presente en la posicion 1165 esta sustituida por Ala. Adicionalmente, los mutantes incluyen la sustituciéon Pl descrita
anteriormente, es d ecir una sustitucion de Pro por Thr normalmente presente en la posicién 1428 e I le porla Ser
normalmente presente en la posicion 429. En la Figura 4A, la proteina incluye en direccién N-terminal a C-terminal,
una Met en N-terminal y los aminoacidos 1027-1657 de NS3 y los aminoacidos 1658-1711 de NS4a. Por tanto, esta
fusion i ncluye los domi nios NS3 y NS 4a de lon gitud compl eta de | a pol iproteina del VHC. L a secuenciade
nucleodtidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos de la proteina se muestran en las Figuras 5A-5C. En la
Figura 4C, la proteina incluye en direccion N-terminal a C-terminal, una Met en N-terminal y los aminoacidos 1678-
1690 de de NS4a, seguida de |a secuencia de aminoacidos SGS, después los aminoacidos 1029 a 1657 de NS3.
Por tanto, est a fusié nincluye 13 aminoacidos del dominio NS4 a, s eguido de una secu encia | igadora fl exible
tripeptidica (denominada una secuencia de “giro”) y, después, casi todo el dominio NS3 (excepto los dos primeros
aminoacidos en N-terminal). La secuencia de giro permite que N S4a se pliegue en el bolsillo dentro de la proteasa.
La secu encia de nucledtidos y la corres pondiente sec uencia d e amin oacidos de | a p roteina se mu estran en | as
Figuras 7A-7C. La n umeracion del presente documento hace referencia a la po liproteina de lon gitud completa del
VHC-1 y se determinan con facilidad regiones equivalentes en otros serotipos del VHC.

Los polipéptidos NS 3 modificados descritos con anterioridad se pueden usar en inmunoensayos con antigenos de
fusion de multiples e pitopos (denominados “MEF A”), como se ha descrito enla publicacién inter nacional n°® W O
97/44469 y las patentes de EE.UU. n° 6.514.731 y 6.428.792. Dichos MEFA incluyen multiples e pitopos de dos o
mas de las diversas regiones virales de la poliproteina del VHC mostradas en la Figura 1 y la Tabla 1, y como se ha
descrito con detalle mas adelante. El uso de dichos polipéptidos NS3 modificados con los MEFA garantiza que no se
producira la escisiéon proteolitica de NS 3 proteasa, de m odo que se pr oporcionan mejores reactivos para usar en
inmunoensayos del VHC.

Los multiples antigenos del VHC estan dispuestos como una Unica cadena continua de aminoacidos, cadena que no
se produce como tal en la naturaleza. Por tanto, el orden lineal de los epitopos es diferente de su orden lineal en el
genoma en el que se producen. El orden lineal de las se cuencias de los MEFA para uso en el presente documento
se dispone, preferentemente, para anti geneicidad optima. Preferentemente, los epitopo s proceden de mas de un a
cepa del VHC, de modo que proporcionan la capacidad afadida de detectar multiples cepas del VHC en un Unico
ensayo. Port anto,los ME FA para usaren el pr esente doc umento pu eden c omprender diversas reg iones
inmunogénicas derivadas de |a poliproteina descrita anteriormente. Ademas, se puede usar una proteina resultante
de un cam bio de marco d e lectura en | a re gion central d e la poliproteina, tal como s e describe en la publicacion
internacional n® WO 99/63941, en los MEFA o fusiones con la NS3 modificada descrita anteriormente. Si se desea,
en la protei na de fusi 6n se pueden producir al me nos 2, 3,4,5,6,7,8,901 00 masde uno o mas epitop os
derivados de la poliproteina del VHC.

Epitopos del VHC adicionales para uso en los MEFA incluyen epitopos derivados de la region hipervariable de E2,
tal como una region que abraca los aminoacidos 384-414 o 390-410, o |a secuencia consenso de esta region, Gly-
Ser-Ala-Ala-Arg-Thr-Thr- S er-Gly-Phe-Val-Ser-Leu-Phe-Ala-Pro-Gly-Ala-Lys-GIn-Asn (SEC ID N° 11), que
representa una secuencia consenso para los aminoacidos 390-410 del genoma del VHC de tipo 1. Un epitopo de E2
representativo en un MEFA de la invencién puede comprender un epitopo hibrido que abarca los aminoacidos 384-
414. Dicho e pitopo de E2 hi brido puede incluir una secuencia consenso que r epresenta los ami noacidos 390-410
condensados a una secuencia consenso de una segunda cepa. Como alternativa, el epitopo de E2 presente puede
comprender un epitopo hibrido que abarca los aminoacidos 390-444. Dicho epitopo de E2 hibrido puede incluir una
secuencia consenso que representa los aminoacidos 390-410 como se ha detallado anteriormente condensado a,
por ejemplo, la secuencia de aminoacidos nativa para los aminoacidos 411-444 para E2 del VHC.

Adicionalmente, los antigenos pueden derivar de varias cepas del VHC. Se conocen muiltiples cepas virales del VHC
y se pueden usar los epitopos derivados de cualquiera de estas cepas en una proteina de fusiéon. Se sabe bien que
cualquier especie de organismo dada varia de un organismo individual a otro y, ademas, que un organismo dado, tal
como un virus, puede tener una serie de cepas diferentes. Por ejemplo, como se ha explicado anteriormente, el VHC
incluye al menos 6 genotipos. Cada uno de estos g enotipos incluye d eterminantes antigénicos equivalentes. Mas
especificamente, cada cepa incluye una serie de determinantes antigénicos que estan presentes en todas las cepas
del virus, pero que son ligeramente diferentes de una cepa viral a otra. Por ejemplo, el VHC incluye el determinante
antigénico co nocido como 5 -1-1 (véas e la Figura 1). El epitopo 5-1-1 se encu entra en apr oximadamente | as
posiciones 16 94-1735, numeradas con re specto a |l a secuenciade la poliproteina del VHC-1. Este determin ante
antigénico con creto aparece en tres formas diferentes en VHC-1, VHC-2 y VHC-3. D e acuerdo con esto, en una
realizacion pr eferida de | a in vencion, las tr es formas de 5-1-1 aparecen en el a ntigeno d e fusiéo n de multi ples
epitopos usado en | os inmunoensayos ob jeto. De forma similar, p uede tambié n ha ber determin antes antig énicos
equivalentes delar egiénd el nucleo d e diferentes c epas de VHC. En ge neral, | os determi nantes anti génicos
equivalentes tienen un grado alto de homologia en términos de secuencia de aminoacidos cuyo grado de homologia
es, en general, 30 % o mas, prefere ntemente 40 % o mas, cuand o estan alineados. El e pitopo de multiples copias
de la presente invencion también puede incluir multiples copias que son copias exactas del mismo epitopo.
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Las Figuras 8 y 11A-11C muestran MEFA representativas para usar en la presente invencion que derivan del VHC.
No obstante, debe entenderse que otros epitopos derivados del genoma del V HC también encontraran utilidad en
los presentes ensayos.

La secu encia de ADN vy la correspondiente secue ncia d e amin oacidos de un antig eno de fusi 6n de multi ples
epitopos representativos, MEFA 7,1 se muestra en las Figuras 9A-9F. Este MEFA también se describe en la patente
de EE.UU. n°® 6.632.601. La formula estructural general de MEFA 7.1 se m uestra en la Figura 8 y es la sig uiente:
hSOD-E1(tipo 1)-E2 HVR co nsenso (tipo 1 a)-E2 HVR co nsenso (tipos 1 y 2)-helicasa (tipo 1)-5-1- 1 (tipo 1)-5- 1-1
mutado (tipo 3)-5-1-1 (tipo 2)-c10 O(tipo 1) -NS5(tipo 1)-NS5(tipo 1)- nucleo (tipos 1+2)-nucleo (tip os 1+ 2). Este
epitopo d e multiples co pias incluye | a siguiente s ecuencia d e aminoacidos, numerada con respecto al VHC-1 (la
numeracion de los aminoacidos que se indica a continuacion sigue la designacién de numeracién proporcionada en
Choo y col. (1991) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 88:24 51-2455, en la q ue el aminoacido n° 1 es la prim era metionina
codificada p or la secue ncia de codific acion de | a reg ion de | nucl eo): los amino acidos 1-1 56 d e la super 6xido
dismutasa (SOD, usad a para potenciar la expresidon recombinante de la proteina), los aminoacidos 303 a 320 de la
poliproteina de la regién E1; los aminoacidos 390 a 410 de la poliproteina, que representan una secuencia consenso
para la regién hip ervariable del VHC-1aE2; los am inoacidos 384 a 414 de la poliproteina de laregion E2, que
representan u na secu encia consenso p ara las regi ones hipervariables E2 del V HC-1 y VHC- 2; los amino acidos
1193-1658 de la poliproteina del VHC-1 que define la helicasa; tres copias de un epitopo de 5-1-1, los aminoacidos
1689-1735, uno del VHC-1, uno del VHC-3 y uno del VHC-2, copias que son determinantes antigénicos equivalentes
de las tres cepas virales diferentes del VHC; el polipéptido C100 del VHC del VHC-1, los aminoacidos 1901-1936 de
la poliproteina; dos copias exactas de un epitopo de la region NS5 del VHC-1, cada una con los aminoacidos 2278 a
2313 de la poliproteina del VHC; y dos copias exactas de un epitopo de la regién del nucleo, una del VHC-1 y una
del VHC-2, copias que son determinantes antigénicos equivalentes representados por los aminoacidos 9 a 32, 39-42
y 64-88 del VHC-1y 67-84 del VHC2.

La Tabla 2 muestra las posiciones de los aminoacidos de los diversos epitopos con referencia a las Figuras 9A-9F
en e presente documento.

Tabla 2. MEFA 7.1
MEFA n° aa | Sitio en | epitopo VHC n° aa Cepa
extremo &’
1-156 Nco1 hSOD
159-176 EcoR1 E1 303-320 1
179-199 Hind111 E2 HVR1 consenso 390-410 1
200-230 E2 HVR1 +2 consenso | 384-414 142
231-696 Sal1 Helicasa 1193-1658 1
699-745 Sph 5-1-1 1689-1735 1
748-794 Nruf 5-1-1 1689-1735 |3
797-843 Cla1 5-1-1 1689-1735 |2
846-881 Ava C100 1901-1936 1
884-919 Xb a1 NS5 2278-2313 1
922-957 Bgl1 1 NS5 2278-2313 1
958-1028 Nco1 Epitopos del nucleo 9-32,39-42 |1
64-88 1
67-84 2
1029-1099 | Bal1 Epitopos del nucleo 9-32, 39-42, |1
64-88 1
67-84 2
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En una realizacion de la invencion, re presentada en la Figura 2, se r ealiza un inmunoensayo de captura rapida
usando un polipéptido NS3 modificado, o fusién que incluye un polipéptido NS3 modificado y uno o mas antigenos
de fusion de multiples epitopos, tales como MEFA 7.1. La muestra se combina con los antigenos que pueden estar
presentes sobre un soporte soélido, como se describe adicionalmente mas adelante. Si la muestra esta infectada por
VHC, los anti cuerpos a nti-VHC frente a dichos e pitopos presentes sobre el soporte sélido se unir ana los
componentes de soporte s6lido. La deteccidn se realiza mediante la fijacion de un marcador d etectable (tal como
peroxidasa de rabano (HRP) como se mu estra en la F igura 2) a un miembro del complejo antigeno/anticuerpo. La
fijacion se p uede realizar por medios cov alentes o me diante la p osterior unién de a nticuerpos marcados de form a
detectable, tales como en un ensayo de tipo sandwich estandar, O me diante reaccion enzimatica cuyo producto es
detectable. El marcador detectable puede incluir, entre otros, un cromoéforo, un anticuerpo, un antigeno, una enzima,
un comp uesto reactivo ala enzima cuyo producto de escisién es dete ctable, rod amina o der ivado de rodam ina,
biotina, avidina, estreptavi dina, un ¢ ompuesto fluor escente, un com puesto qu imioluminiscente, tal como éster de
dimetilacridinio (DMAE), d erivados y/o combinaciones de estos marcadores. Convenientemente se puede usar un
anticuerpo anti-humano marcado de forma detectable, capaz de detectar una molécula de IgG humana presente.

Produccién de antigenos del VHC

Como se ha explicado anteriormente, las moléculas de la presente invencion se producen, en general, de forma
recombinante. Por tanto, los polinucleétidos que codifican antigenos del VHC para usar con la presente invencion se
pueden fabricar usando técnicas estandar de biologia molecular. Por ejemplo, las secuencias polinucleotidicas que
codifican las moléculas descritas anteri ormente se p ueden obtener u sando proc edimientos rec ombinantes, tales
como mediante deteccion selectiva de bibliotecas de ADNc y genémicas de células que expresan el gen o derivando
elgendeun vectorque se sabe q uelasincluye. Ademas, el ge ndeseado se puede aislar dir ectamente d e
moléculas de acido nucleico viral usando técnicas descritas en la técnica, tal como en Houghton y col., la patente de
EE.UU.n°5.3 50.671. Elg endei nterés t ambién se puede prod ucir sintéticam ente en lu gar de clonarse. Las
moléculas se pueden d isefiar con los co dones a decuados p ara la se cuencia ¢ oncreta. Des pués, la sec uencia
completa se ensambla a partir de oligonucledtidos solapados preparados mediante procedimientos convencionales y
reunidos en una secuencia codificadora completa. Véase, por ejemplo, Edge (1981) Nature 292:756; Nambair y col.
(1984) Science 223:1299; y Jay y col. (1984) J. Biol. Chem. 259:6311.

Por tanto, se pueden obtener secuencias nucleotidicas concretas de vectores que alojan las secuencias deseadas o
se pueden sintetizar completamente o en parte usando diversas técnicas de sintesis d e oligonucleétidos conocidas
en la técnica, tal com o las t écnicas de mutagénesis dirigida a s itio y reaccion en cadena de la polimerasa (P CR)
cuando sea adecuado. Véase, por ejemplo, Sambrook, ant. En particular, un procedimiento de obtener secuencias
nucleotidicas que c odifican | as secu encias dese adas es medi ante hibridaciéon de ¢ onjuntos com plementarios de
oligonucledtidos sintéticos s olapantes pro ducidos e n u n sintetiza dor aut omatico ¢ onvencional d e nucl eétidos,
seguido de union con una ADN ligasa ad ecuada y amplificacién de la s ecuencia d e nucleoétidos ligada m ediante
PCR. Véase, por ejemplo, Jayaraman, y col. (1991) Proc. Natl. Acad. S ci. USA 8 8:4084-4088. Adicionalmente, se
pueden usar sintesis dir igida a o ligonucleétidos (J ones y col. (19 86) Nature 54:75-82), mutag énesis diri gida a
oligonucledtidos de regiones nucleotidicas preexistentes (Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-327 y Verhoeyan
y col. (19 88) Science 2 39:1534-1536), y llena do e nzimatico de h uecos de o ligonucledtidos us ando la ADN
polimerasade T4 (Queen yco l. (198 9) Proc. Natl. Ac ad. Sci. USA 86:10 029-10033) e nla invenc ion pa ra
proporcionar moléculas que tiene n alteradas o potenciadas | as ca pacidades d e unién a antigeno o red ucida la
inmunogenicidad.

Los proce dimientos para producir mutantes o analogos de la secuencia de nucleétidos deseada, tal como NS3 u
otros antigenos del VHC, s on bien conocidos. Véase, por ejemplo, Dasmahapatra y col., la patente de EE.UU. n°
5.843.752, y Zhang y col., la patente de EE. UU. n® 5.990.276. Los m utantes o analogos de Lns3y otras proteinas
del VHC para usar en inmunoensayos pueden prepararse mediante la delecién de una porcién de la secuencia que
codifica el p olipéptido d e int erés, medi ante inserci 6n de una s ecuencia y/o me diante sustitucio n de unoom as
nucledtidos de ntro de | a se cuencia. Los expertos en | a té cnica c onocen b ien las técnicas p ara modificar | as
secuencias de nucledtidos, tales como mutagénesis dirigida al sitio y similares. Véase, por ejemplo, Sambrook y col.,
ant.; Kunkel, T.A. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 82:448; Geisselsoder y col. (1987) BioTechniques 5:786;
Zoller y Smith (1983) Methods Enzymol. 100:468; Dalbie-McFarland y col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci USA 79:6409.

Una vez q ue se han pr eparado o a islado las secu encias codifica doras, dichas sec uencias se p ueden clonaren
cualquier vector adecuado o replicon. Los expertos en la técnica conocen numerosos vectores d e clonacion y la
seleccion de un vector de clonacién adecuado es cuestion de eleccion. Vectores adecuados incluyen, entre otros,
plasmidos, fa gos, transp osones, cdsmic os, cromos omas o virus, q ue s on c apaces de re plicarse c uando esta n
asociados con los elementos de control adecuados.

Después, la secuencia de codificacion se introduce bajo el control de elementos de control adecuados en funcion del
sistema que se va a usar para la e xpresién. Por tanto, la se cuencia de codificacion se pu ede introducir b ajo el
control de un promotor, sitio de un ién al ri bosoma (para expresién bacteriana) y, opcionalmente, un operador, de
modo que la secuencia de ADN de interés se transcribe en ARN mediante un transformante adecuado. La secuencia
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codificadora puede o no contener un péptido sefal o secuencia lider que después puede eliminarse mediante el
procesamiento postraducc ional del h uésped. Véanse, po r ejempl o, las patentes de EE.UU. nim eros 4,431,7 39;
4,425,437, 4,338,397.

Ademas de las decencias control, puede ser deseable afiadir secuencias reguladoras que permitan la regulacion de
la e xpresion de las s ecuencias resp ecto a | crecimie nto de la ¢ élula huésped. Las s ecuencias re guladoras so n
conocidas para el experto en la técnica y entre los ejemplos se incluyen aquéllos que causan la expresion de un gen
que se encendera o ap agara en respu esta a un estimul o quimico o fisic o, incluida la presencia de un compuesto
regulador. Otros tipos d e elementos reguladores también pueden estar presentes en el vector. Por ejemplo, en el
presente documento s e p ueden usar elementos potenciadores par a incrementar los niveles de e xpresién de las
construcciones. Ejemplos incluyen el potenciador del gen temprano de SV40 (Dijkema y col. (1985) EMBO J. 4:761),
el potenciador/promotor derivado de la repeticidn larga terminal (LTR) del virus del sarcoma de Rous (Gorman y col.
(1982) Proc. N atl. Acad. Sci. USA 7 9:6777) y elementos derivados del CMV humano (Boshart y col. (1985) Cell
41:521), tales como los elementos incluidos en la secuencia del intrén A del CMV (patente de EE.UU. n°® 5.688.688).
El casete d e expresién puede incluir ademas un ori gen de replicaciéon para la re plicacion auténoma en un a célula
huésped adecuada, uno o mas marcadores seleccionables, uno o mas sitios de restriccion, un potencial para un
numero de copias altas y un promotor fuerte.

Se construye un vector de expresion de modo que la secuencia codificadora concreta se localiza en el vector con las
secuencias reguladoras adecuadas, siendo la posicion y orientacion de la secuencia codificadora con respecto a las
secuencias control tales q ue la secue ncia codificadora se transcribe bajo el “contro|” de las secu encias control (es
decir, la AR N polim erasa qu e se une ala moléculade ADN en| as secue ncias co ntrol transcrib e la secu encia
codificadora). La mod ificacion de las sec uencias que co difican la mol écula d e interé s pued e ser d eseable p ara
conseguir este extremo. Por ejemplo, en algunos casos, puede ser necesario modificar la secuencia codificadora de
modo que pueda unirse a las secuencias control con la orientacion adecuada; es decir, para mantener el marcod e
lectura. Las secuencias control y otras secuencias reguladoras pueden unirse a la secuencia codificadora antes de
la insercién en un vector. Como alternativa, la secuencia codificadora se puede clonar directamente en un vector de
expresion que ya contiene las secuencias control y un sitio de restriccion adecuado.

Las mol éculas se pue den expresar e n un a ampl ia vari edad d e sistem as, inclu idos sistemas de e xpresiond e
insectos, mamiferos, bacterias, virus y levaduras, todos bien conocidos en la técnica. Por ejem plo, los sistemas de
expresion e n célul as de i nsectos, tales co mo los sistem as de bac ulovirus, son cono cidos p ara el expertoenla
técnica y se d escriben en, p or ejemplo, Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bu lletin No. 1555
(1987). Materi ales y procedimientos para los sistemas de e xpresion en célu las d e insecto/baculovirus est an
disponibles co mercialmente en forma de kit de, entre otros, Invitrogen, San Diego C A (kit "Ma xBac"). De form a
similar, los sistemas de expresion en bacterias y células de mamifero son bien conocidos en la técnica y se describe
en, por ejemplo, Sambrook y col., ant. Los sistemas de expresion en levaduras también se conocen en la técnica y
se describen en, por ejemplo, Yeast Genetic Engineering (Barr y col., eds., 1989) Butterworths, London..

También se ¢ onocen u na s erie d e cél ulas huésp ed adecuadas con | os sistemas a nteriores. Por ejem plo, en la
técnica s e co nocen line as celulares de mamifero e i ncluyen line as de cé lulas in mortalizadas disponiblesenla
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), tales com o, entre otras, células de ovario de hamster chino (CHO),
células H elLa, células d eriidon de cria de hamster (B HK), célu las d e rifi &n de m ono ( COS), célul as d e ri fion
embrionario h umano, célul as de carcinom a hep atocelular humano (p. e€j., Hep G2), células de rii 6n bovinode
MAdin-Darby ( “MDBK”), ademas de otras. De igual forma , con los p resentes co nstructos de e xpresion pue den
encontrar util idad h uéspedes bacteri anos t ales c omo E. coli, Baci llus subtilis y Stre ptococcus s pp. Las cé lulas
huésped de le vaduras util es en | a presente inv encién incluyen, entre otras, sacchar omyces cer evisiae, C andida
albicans, C andida maltas e, Hans enula polymorpha, KI uyveromyces fragilis, Kluy veromyces lactis, Pichia
guillerimondii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica. Entre las célu las de insecto para
usar con los vectores de expresiéon de baculovirus se incluyen Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori,
Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni

Las moléculas de acido nucleico que comprenden las secuencias de nucleétidos de interés se pueden integrar de
forma estable en el genoma de una célula huésped o se pueden mantener en un elemento episomal estable en una
célula h uésped adec uada u sando vari as técnic as de | iberacion g énica bien ¢ onocidas en la técn ica. Véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.399.346.

Segun el sist ema de e xpresion y el huésped sel eccionado, las mol éculas son pr oducidas por ¢ élulas huésped en
crecimiento transformadas por un vector de expresion descrito en lo que antecede en las condiciones en las que se
expresa la proteina. La proteina e xpresada se aisla después en la célula huésped y se purifica. Si el sistemade
expreso secreta la proteina en el medio de crecimiento, el producto se puede purificar directamente del medio. Si no
se secreta, se puede aislar de lisados celulares. La sel eccion de las ¢ ondiciones de crecimiento adecuadas vy los
procedimientos de recuperacion estan dentro de la experiencia en la técnica.

Se ha descrito la produccion recombinante de varios antigenos del VHC, incluidos antigenos usados en las diversas
fusiones d escritas ant eriormente. Vé ase, por e jemplo, | as pu blicaciones in ternacionales n° W O 9 4/01778, W O
93/00365, WO 04/00547 y WO 01/38360; las patentes d e EE.UU. n° 5.350.67 1, 5.683.864, 6.346.375, 6.150.087,

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2377978 T3

6.514.731,6.428.792 y 6.632.601; Chien vy col., J. Gastr oent. Hepatol. (1993) 8:S33-39; C hien, D.Y ., publicacién
internacional n°® W O 94/0177 8; Chien y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA (199 2) 89:10011-10015. Un proce dimiento
preferido de producir polipéptidos de NS3 modificados se describe en el Ejemplo 1.

Ensayos inmunodiagndésticos

Una vez que se han producido, los antigenos del VHC pueden usarse en casi cualquier formato de ensayo que usa
un antigeno conocido para detectar anticuerpos. Una caracteristica comun a todos estos ensayos es que el antigeno
se pone en contacto con el componente del cuerpo del que se sos pecha que contiene anticuerpos anti-VHC en
condiciones q ue permit an q ue el a ntigeno se una a ¢ ualquier antic uerpo pr esente en el comp onente. Dic has
condiciones normalmente seran la temp eratura fisioldgica, pH y fuerza idnica usando un exceso de antigeno. A la
incubacion del antigeno con la muestra le sigue la detecciéon de complejos inmunitarios formados con el antigeno.

El disefio de los inmunoensayos esta sujeto a una gran cantidad de variaciones y en la técnica se conocen muchos
formatos. Por ejemplo, los formatos pueden usar soportes sélidos o inmunoprecipitacién. La mayoria de los ensayos
implican el us o d e a nticuerpos o p olipéptidos m arcados; los marc adores p ueden s er, por ejemplo, moléc ulas
enzimaticas, fluorescentes, quimioluminiscentes, radioactivos o colorantes, como se trata con detalle anteriormente.
También se ¢ onocen ensayos amp lifican | as sef ales de | compl ejo inmunitarios, ej emplos de | os cu ales son | os
ensayos que usan bioti nay avidina, e in munoensayos marcados y mediados por e nzimas, tales como ensayos
ELISA.

El inmunoensayo puede ser, sin limit aciones, un formato heterogéneo u homogéneo, y de un ti po convencional o
competitivo. En un formato heterogéneo, normalmente el p olipéptido se une a una matriz o s oporte solido para
facilitar la separacion de la muestra del polipéptido tras la incubacion. Para los fin es de la pr esente invencion, un
soporte s 6lido pue de s er cu alquier m aterial que sea una matriz ins oluble y puede tener una sup erficie rigida o
semirigida. Ejemplos de soportes solidos incluyen, entre otros, sustratos tales como nitrocelulosa (p. ej., en forma de
membrana o pocillos d e mi crotitulacién; p olivinilcloruro ( p. €j., ldminas o pocil los d e microtitulac i6n); late x de
poliestireno (p. €j., perlas o p lacas de microtitulacion) fluoruro de p olivinilideno; pa pel diazotizado; me mbranas de
nylon; perlas activadas, perl as respo ndedoras magn éticamente, y similares. Soportes concretos inc luyen p lacas,
pastillas, discos, capilares, fibras huecas, agujas, alfileres, fibras sélidas, perlas de celulosa, perlas de vidrio poroso,
geles de silice, perlas de poliestireno opcionalmente reticuladas con divinilbenceno, perlas de copolimero injertado,
perlas de p oliacrilamida, pe rlas de | atex, perlas d e di metilacrilamida opcio nalmente reticul adas con N-N’- bis-
acriloiletilendiamina y perlas recubiertas con un polimero hidréfobo.

Si se dese a, las moléc ulas que se va n a aia dir al so porte sélid o se p ueden funcionalizar facilmente para crea r
restos de estireno o acrilato, de modo que se permite la incorporacion de las moléculas en poliestireno, poliacrilato u
otros polimer os, tales como poliim ida, po liacriamida, pol ietileno, po livinilo, p olidiacetileno, pol ifenileno-vinileno,
polipéptido, polisacarido, polisulfona, polipirrol, poliimidazol, politiofeno, poliéter, epoxis, vidrio de silice, gel de silice,
siloxano, polifosfato, hidrogel, agarosa, celulosa y similares.

Si en los ensayos se usa mas de un antigeno del VHC, por ejemplo un polipéptido NS3 modificado y un MEFA u otro
antigeno del VHC, los antigenos se pueden proporcionar sobre el mismo sustrato sélido o sobre diferentes sustratos
solidos que se combinan en el ensayo. Por tanto, por e jemplo, los antigenos pueden estar presentes en forma de
entidades pequefias sobre, por ejemplo, una placa, o puede estar prese ntes en forma de, por ejemplo, microperlas
individuales que se afiaden para el uso en el ensayo de interés.

En un contexto, como se representa en la Figura 2, primero se hace reaccionar un soporte soélido con los antigenos
del VHC, tales como un polip éptido NS3 modificado, por ejemplo NS3PI1.1165 o d.4a.t.N S3PI.1165, y un MEFA, tal
como MMEF A 7,1 (en conju nto den ominados en el pr esente doc umento “los comp onentes de fa se soélid a”) en
condiciones de union adecuadas de modo que las moléculas queden suficientemente inmovilizadas sobre el soporte.
En ocasiones, la inmovilizacion sobre el soporte se puede potenciar acoplando primero el antigeno a una proteina
con mej ores p ropiedades d e unié n en fas e séli da. Prote inas de ac oplamiento ad ecuadas i ncluyen, entre otras,

macromoléculas tales como seroalbuminas, incluida seroalbimina bovina (BSA), hemocianina de lapa californiana,
moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, ovoalbumina y otras proteinas bien conocidas para los expertos en la
técnica. Otros reactivos qu e se pue den usar parau nir moléculas al soportei ncluyen po lisacaridos, acido s
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoéacidos y similares. Los expertos en
la técnica conocen bien dichas moléculas y procedimientos de acoplamiento de estas moléculas a antigenos. Véase,
por ejemplo, Brinkley, M.A. ( 1992) Bioconjugate Chem. 3:2-13; Hashida y col. (1984) J. Appl. Bi ochem. 6:56-63; y
Anjaneyulu y Staros (1987) International J. of Peptide and Protein Res. 30:117-124.

Después de la reaccid n del soporte sélido con los com ponentes d e fas e sdélida, mediante lavado se eliminan del
soporte todos los componentes de fase sol ida no i nmovilizados y, después, los compo nentes unidos al soporte se
ponen e n con tacto con un a muestra bi olégicade | a g ue se sos pecha qu e co ntiene antic uerpos anti-VH C
(denominados en conjunto en el presente documento “moléculas ligando”) en condiciones de unién adecuadas. Si
en la muestra hay anticuerpos frente al VHC, formaran un complejo con los antigenos del VHC. Después de lavar
para eliminar todas las moléculas ligando no unidas se afiaden los anticuerpos marcados de forma detectable, tales
como antic uerpos anti- xenogénicos (p. €j., anti-h umanos) que reconocen un epitop o sobre antic uerpos anti-VHC.
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Estos anticuerpos se unen debido a la formacién del complejo.

Enla Figura 12 se muestra otro formato de ensayo. Este formato de ensayo, bien conocido en la técnica, usa un
soporte soélido recubierto con estreptavidina que ha reaccionado con anticuerpos marcados con biotina que se unen
a NS3 modificada y, opcionalmente, a un MEFA, tal como MEFA 7,1. La muestra se afiade en condiciones de union
adecuadas. Si en la muestr a hay anticuerpos frente al VHC, formara n un comp lejo con los antig enos d el VHC.
Después de lavar para eliminar todas las moléculas ligando no unidas se afiaden los anticuerpos marcados de forma
detectable, como se ha descrito anteriormente.

En un form ato homo géneo, | a muestra de prueba se incuba con |a co mbinacion d e antigenos e n solucion. Por
ejemplo, puede ser en condiciones que precipiten cualquier complejo antigeno-anticuerpo que se haya formado. En
la técnica también se conocen formatos tanto convencionales como competitivos para los ensayos homogéneos.

En un formato convencional, la cantid ad de anticuerpos frente al VH C que forman e | complejo antigeno-anticuerpo
esta controlada directamente. Esto se puede conseguir determinando su |l os anticuerpos anti-xenogénicos (p. €j.,
anti-humanos) que reconocen un epitop o sobre anticuerpos anti-VHC se uniran debido a la formacién del complejo.
En un formato competitivo, |a cantidad de anticuerpos contra el VHC en la m uestra s e de duce mo nitorizando el
efecto de la competicion sobre la unién de una cantidad conocida de anticuerpo marcado (u otro ligando competitivo)
en el complejo.

Mas particularmente, los complejos formados que comprenden anticuerpo anti-VHC (o, en el caso de los ensayos
competitivos, la cantid ad de anticuer po co mpetitivo) se detectan me diante cua Iquiera de un a seri e de técnic as
conocidas, d ependiendo del formato. Por ejemplo, los anticuerpos frente al VHC no marcados en el complejo se
pueden detectar usando un conjugado de Ig anti-xenogeneica en complejo con un marcador (p. ej., un marcador
enzimatico). En un form ato de ennsayo de inmunoprecipitaciéon o a glutinacion, la re accién entre | os a ntigenos del
VCH t el anticuerpo forma una red que precipita en la solucién o suspension y forma una capa o pelicula visible de
precipitado. Si no hay anticuerpo anti-VHC presente en la muestra de prueba, no se forma ningun precipitado visible.
Los reactivos de ensayo descritos con anterioridad, incluido el soporte sélido de inmu noensayo con anticuerpos y
antigenos unidos, asi como los anticuerpos y antigenos que se van a hacer reaccionar con la muestra capturada, se
pueden prop orcionar en kit, con instrucc iones ad ecuadas y otros reactivos nec esarios, con el find e realizarlos
inmunoensayos tal como se ha descrito anteriormente. Normalmente el kit contendra en contenedores separados la
combinacion de antigenos (ya unidos a una matriz s 6lida o p or separado con reactivos para su unioén a la matriz),
formulaciones de anticuerpo control (positivos y/o negativos), anticuerpos marcados cuando el formato de ensayo lo
requiere y r eactivos ge neradores d e se fial (p. ej., sustrato enz  imatico) si el marc ador n o g enera un a se fial
directamente. Normalmente en el kit vienen incluidas las instrucciones (p. €j., por escrito, cinta, VCR, CD-ROM etc.)
para llevar a cabo el ensayo. El kit también puede contener, segin el inmunoensayo concreto usado, otros reactivos
y materiales envasados (es decir, tampones de lavado y similares). Los inmunoensayos estandar, como los que se
han descrito en lo que antecede, se pueden realizar usando estos kits.

Ill. Parte experimental

A continu acidén se enc uentran ej emplos de formas d e realiz acion e specificas par a llev ar a ca bo la pr esente
invencién. Los ejemplos se ofrecen unicamente con fines ilustrativos y no estan destinados a limitar el ambito de la
presente invencion de ningin modo.

Se h an rea lizado esfu erzos par a as egurar la precision con r especto alos n umeros usa dos (p. e j., cantida des,
temperaturas, etc.), pero, por supuesto, se pemiten algunos errores y desviaciones experimentales.

Ejemplo 1
Produccién de proteinas NS3 modificadas
I. NS34aPI

NS34aPI, con mutacio nes e n el d ominio helicasa de N S3 pero no en eld ominio proteasa, se p rodujoparala
expresion en el vectord e expres idon de leva duras pBS 24.1, del siguiente. NS3 4aPlinclu yelas ecuenciad e
aminodcidos p ara el pol ipéptido NS3/4a n ativo, con la excepcion d e que el aminoacido T hr-1428 y Ser- 1429,
numerados respecto a la secuencia de longitud completa del VHC-1, han mutado a Pro e Il e, res pectivamente. el
vector de e xpresion de lev aduras pBS24.1 contiene 2 sec uencias para la replicacion auténoma en | evaduras y los
genes de lev aduras | eu2-d y URA3 como marcadores se leccionables. El gend e la p-lactamasa y el orige n de
replicaciéon d e ColE 1, req uerido para la replicacion d el plasmido e n b acterias, tambi én estan presentes en este
vector de expresion. El plasmido pd.hcvla.ns3ns4aPl, que codifica NS34aPI, se produjo del siguiente modo. Se usé
un procedimiento de dos etapas. Primera, se lig aron las siguientes piezas de A DN: (a) oligonucleétidos sintéticos
que proporcionarian un sitio de clonacion Hindlll en 5, segu ido de una secuencia ACAAAACAAA (SEC ID N° 12), el
iniciador ATG, y los codones para VHC 1a, comenzando con el aminoacido 1027 y continuando a un sitio Bgll en el
aminoacido 1046; (b) un frag mento de restriccion de 683 b p Bgll-Clal (que codifica los amin oacidos 1046-1274) de
pAcHLTns3ns4aPl; y (c) u n vector pSP72 (Promega, Madison, WI, GenBank/EMBL Numero de Registro X65332)
que se ha digerido con Hindlll y Clal, desfosforilado y purificado en gel. El plasmido pAcHLTns3ns4aPI se obtuvo de
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pAcHLT, un vector de expresion en baculovirus disponible comercialmente en BD Pharmin-gen (San Diego, CA). En
concreto, se prepar 6 un vec tor pAcHLT E coRI-Pstl, asi como los fragmentos siguientes: EcoRI-Alw nl, 935 pb

correspondiente a los aminoa cidos 1027-1336 del genoma del VHC- 1; Alwnl-Sacll, 247 pb, corres pondiente a los
aminoacidos 1336-1419 del genoma del VHC-1; Hinfl-Bg I, 175 pb, correspo ndiente a los aminoacidos 1449-1509
del genoma del VHC-1; Bgll-Pstl, 619 pb , correspondiente a los aminoacidos 1510-1711 del geno ma del VHC-1,

mas el co don de terminacion de la tra nscripcion. Un frag mento de 91 pb ge nerado sintéticamente con Sacll-Hinfl
correspondiente a los aminoacidos 1420-1448 del genoma de VHC-1 y que contiene las m utaciones PI (T hr-1428
mutada a Pro, Ser-1429 mutada a lle), se unié con el fragmento Hinfl-Bgll de 175 pb y el fragmento Bgll-Pstl de 619
pb descritos anteriormente y subclonados en un vector pG EM-5Zf (+) digerido con Sacll y Pstl. pGEM-5Zf(+) es un
vector de E. coli disponibl e comercialmente (Promega, Madison, WI, GenBank/EMBL Numero de Registro X65308).
Tras la transformacion de las células HB101 competentes, el analisis de minicribado de los clones individuales y la
verificacion de la sec uencia, un fragmento Sacll-Pstl de 885 pb delclon 2 d e pGEM5.PI se purificd en gel. Este
fragmento se ligd con el fragmento de 935 pb de Ec oRI-Alwnl, el fragme nto de 2 47 pb de Al wnl-Sacll y el vector
pAcHLT EcoRI-Pstl, como se ha descrito anteriormente. La construccion resultante se denominé pAcHLTns3ns4aPI.

La mezcla de unidn anterior se transformé en células HB101 competentes y se sembr6 en placas de agar Luria que
contienen 100 pg/ml de ampicilina. Los analisis miniprep de los clones individuales condujeron a la identificacion de
supuestos positivos, dos de | os cual es se amplific aron. EI ADN plasmid ico para pSP 72 1aHC, se pr epararon | os
clones n° 1y 2 con un kit Qiagen Maxip y se secuenciaron.

Después, se ligaron los siguient es fragm entos: (a) un fragmento  HindllI-Clal de 761 pb de pSP721aHC #1
(pSP72.1aHC se generd uniendo los s iguientes: pSP72 que se habia digerido con Hindlll y Clal, oligonucleétidos
sintéticos que proporcionarian un sitio de clonacion Hindlll en 5, seguido de una se cuencia ACAAAACAAA (SEC ID
N° 12), el coddn de iniciacion ATG, y los codones para VHC1a, comenzando con el aminoacido 1027 y continuando
a un sitio B gll en el amin oacido 10 46, y un fragment o de restriccid n Bgll-Cl al de 683 bp ( que codifical os
aminoacidos 1046- 1274) de pAcHLTns3ns4aPl); (b) un fragmento B amHI-Hindlll de 1353 pb par a el pr omotor
hibrido de | evaduras ADH 2/GAPDH; (c) un fragme nto Clal-Sall de 1320 pb (q ue contiene | os aminoacidos 1046-
1711 del VHC1a con la Thr 1428 mutada a Pro y la ser 1429 mutada a lle) de pAcHLTns3ns4aPl; y (d) el vector de
expresion en levaduras pBS24.1 que se habia digerido con BamHI y Sall, desfosforilado y p urificadoen gel. La
mezcla de unién se transformd en células HB101 competentes y se sembroé en placas de agar Luria que contienen
100 pg/ml de ampicilina. Los analisis miniprep. De los clones individuales cond ujeron a la i dentificacién de c lones
con el inserto BamHI-Sall de 3446 pb que estaba compuesto por el promotor ADH2/GAPDH, el coddn de iniciacion
ATG y NS34a de VHC1a de los aminoacidos 1027-1711, co la Thr 1428 mutada a Pro y la Ser 1429 mutada a lle. La
construccion resultante se denominé pd.HCV1a.ns3ns4aPl.

Lacep a AD3 de S. cerevi siae setra nsformé con pd.HCV1a.ns3ns4aPl ylostra nsformantes s encilloss e
comprobaron para detector | a e xpresién tras la deplecion de glucosa en el medio. La protei na recombinante se
expreso a niveles altos en levaduras, detectado mediante tincion con azul de Coomassie y se confirmé mediante
analisis de inmunotransferencia usando un anticuerpo policlonal frente al dominio helicasa de NS3.

La proteina NS3/4a se purificd del siguiente modo. Las células de S. cerevisiae anteriores que expresan la proteina
NS34aPI se re cogieron y las células se s uspendieron en tampoén de lisis (Tris 50 mM, pH 8,0, NaCl, 0,5 M, EDTA
1mM, PMSF 1 mM, pepstati na 0,1 uM, leupeptina1 uM) y se lisaron en un D yno-Mill (Wab Wi Illy A. Bachofon,
Basilea, Suiza ) o un apar ato equiv alente u sando perl as de vi drio, a un a prop orcién de 1:1:1 de cél ulas:tampén:
perlas de vidriode 0,5 mm. Ellisado se centrifugé a 30100 x g durante 30 minutos a4 °C y el sedimento que
contenia la fraccion de proteina insoluble se afiadié al tampdn de lavado (6 ml/g peso inicial del sedimento celular) y
se agité a tem peratura ambiente durante 15 minutos. El tampdn de lavado consisti6 en NaPO4 50 mM, a pH 8,0,
NaCl 0,3M, R-mercaptoetanol 5 mM, 10% de glicerol octilglucésido al 0,05 %, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, pepstatina
0,1 uM, leupeptina 1 pM.

Los resi duos celul ares se eliminaron me diante centrifu gacion a3 0.100 x g dur ante 30 min utosa4°C.E
sobrenadante se desechd y se conservo el precipitado.

La proteina s e e xtrajo d el pr ecipitado d el s iguiente mo do. Se afadi6 ta mpon de e xtraccion 6 m I/gt se agité a
temperatura ambiente durante 15 minutos. El tampdn de extraccion consistié en Tris 50 mM, p H 8,0, NaCl 1M, B-
mercaptoetanol 5 mM, 10% de glicerol, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, pepstatina 0,1 uM, leupeptina 1 puM. Esto se
centrifugé a 30.100 ¢ g durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se conservé y se aiadio sulfato aménico al 17,5
% usando la férmula siguiente: Volumen del sobrenadante (ml) multiplicado por x % de sulfato amoénico/(1-x% de
sulfato amonico)= Ml d e su Ifato am énico s aturado 4, 1M para afi adir al sobrenadante. Gota a gota se afiadi6 el
sulfato amonico en agitacion en hielo y la solucién se agitd en hielo durante 10 minutos, La solucion se centrifugd a
17.700 x g durante 30 minutos a 4 °C y el precipitado se conservé y se almacend a una temperatura de 2°C a 8 °C
durante hasta 48 horas.

El precipitado se resuspendid y pas6 por una columna de poli U (Sefarosa 4B Poli U, Amersham Pharmacia) a 4 °C
del siguiente modo. El pr ecipitado se resu spendié en 6 ml de tamp 6n de equilibrado poli U por gramo de peso de
precipitado. EI tampdn d e e quilibrado c onsisti6 en HEPES 25 mM a pH 8,0, Na CI 200 mM, DT T 5 mM (fresco

afnadido), 10 % de g licerol, 1,2 de octilglucdsido. La soluciéon se agité a 4 °C dur ante 15 minutos y se centrifugé a
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31.000 x g durante 30 minutos a 4 °C.

Se preparé una columna de Poli U (1 ml de resina por gramo de peso del precipitado de partida). El caudal lineal fue
60 cm/h y el caudal de empaquetamiento fue 133 % de 60 cm/h. La columna se equilibré con tampdén de equilibrado
y el so brenadante d el precipitado d e sulfato amé nico resusp endido s e carg 6 so bre la co lumna e quilibrada. La
columna se lavé hasta el nivel basal con el tampdn de equilibrado y la proteina eluy6 con una etapa de elucion en el
siguiente tampén de eluc i6n de poli U: HEPES 25 mMapH 8,0, NaCl 1M, D TT 5 mM (fresco afiadido), 10% de
glicerol, 1,2 de octilglucosido. El e luado de la columna se pasé con SDS-PAGE (con ti nciéon de Coomassie) y las
alicuotas s e cong elaron y almacenaron a-80 °C. La pr esenciade la proteina NS 34aPI se confir mé medi ante
transferencia d e tipo W estern usando un anticuerpo policlonal dirigido contra el dom inio de la NS 3 proteasa y un
anticuerpo monoclonal contra el epitopo 5-1-1 (VHC4a).

Adicionalmente, la actividad de la enzima prote asa s e monitorizé dur ante la purific acién d el siguiente modo. Un
péptido NS4a (KKGS-VVIVGRIVLSGKPAIIPKK, SEC ID N° 13) y la muestra que contenia la proteina NS34aPI se
diluyeron en 90 pl del tampdén de reaccion (Tris 25 mM, pH 7,5, NaCl 0,15M, EDTA 0,5 mM, 10% de glicerol, 0,05 n-
dodecil-B-D-Maltésido, DTT 5 mM) y se dejoé mezclar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 90
ul de la mezcla a una placa de microtitulacion (Costar, Inc., Coming, NY) y se afiadieron 10 pl del sustrato del VHC
(AnaSpec, Inc., San Jose C A).Laplac asemezcld yleyd enunlectorde p lacas F luostar. Los resultados s e
expresaron como unidades de fluorescencia relativa (UFR) por minuto.

Usando estos procedimientos, el producto de la e xtraccién con NaCl 1M que contenia actividad de 3,7 UFR/min, el
precipitado de sulfato aménico tenia una actividad de 7,5 UF R/min y el producto de la purificacion con poliU tenia
una actividad de 18,5 UFR/min.

Il. Antigenos NS3 modificados con mutaciones en el dominio de proteasa

Los antigenos NS3 m odificados, ¢ on una mutaci 6n e n el d ominio de NS 3 proteasa, se produjeron us ando
mutagénesis dirigida de la secuencia de NS 34aPI descrita anteriormente. En p articular, el codén para la Ser-1165,
en la triad a catalitica de | a proteasa, se m uté a u n codon de Al a. Un d iagrama de la construccion NS34aPIl que
incluye una sustitucién de Ala por Ser en la posicién 1165 se muestra en la Figura 4A. La secuencia de nucleétidos y
la corres pondiente sec uencia de am inoacidos d e esta construccion s e muestra n e nlas F iguras 5A-5C. Esta
construccion se denomin6 "NS34aPI. 1165."

Adicionalmente se produjo la proteina NS 3 modificada representada en la Figura 4C. Como con la proteina descrita
anteriormente, esta N S3 modificada también incluia la mutacion Pl en el dominio helicasa. La proteina incluia los
aminoacidos 1678-1690 de NS4a, seguido de la secuencia de aminoacidos SGS, desp ués los aminoacidos 1029 a
1657 de NS3. La secuencia SGS proporciona una secuencia ligadora flexible que permite que el polipéptido NS4a
se pliegue en el bolsito dentro de la proteasa para crear una molécula enzimaticamente activa. L a secuencia de
nucledtidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos de la proteina se muestran en las Figuras 7A-7C. Esta
construccion se denominé "d.4a.t.NS3PI1.1165."

Por ultimo, una proteina NS3 modificada, mostrada en la Figura 4B, que incluia la sustituciéon Ala en el aminoacido
1165, asi ¢ omo | as sustituc iones Pl en e | domi nio h elicasa, se pro dujo d el s iguiente mo do. L a s ecuenciad e
nucleodtidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos de esta proteina se muestran en las Figuras 6A-6C. Esta
construccion se denominé "NS3PI1.1165.”

Para construir el vector de expresion en levaduras NS3P1.1165 se realizaron las etapas siguientes. En primer lugar,
se generd el plasmido pSP72NS3NS4a.P I.Hindlll/Clal n°® 9 mediante unién de un fragmento Bgll/Clal (aislado de
pAcHLT NS3NS4aPI, descrito anteriorment e) con un oligonucleétido sintético Hindlll/Bgll de 97 pb (mas adelante),
después se transformo6 en HB101.

AGCTTACAAAACAAAATGCATCACCATCACCATCACGCGCC HBgl-1 (SEC ID N° 14)

GCGTACGCCGTGATGGGCGCGTGATGGTGATGGTGATGCATTTTGTTTTGT
A

Hbgl-2 (SEC ID N° 15)
CATCACGGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTAGGGTGCATAATCA
CCAGCCTAAC

Hbgl-5 (SEC ID N° 16)

AGGCTGGTGATTATGCACCCTAGGAGGCCCCTTGTCTGCTGG Hbgl-6 (SEC ID N° 17)
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Después de minicribados y la confirmacion de la secuencia, el plasmido pSP72NS3NS4a.PIHindlll/Clal n® 9 se volvio
a transformar en células competentes SCS110 de E. coli que se habian sometido a metilaciéon Dam-. Este plasmido
se us 6 después como molde para mutarla Serina 1165 de la triada catalitica de la NS3 proteasa de VHC1a en
Alanina usando mutagénesis dirigida (GeneTailor Site-Directed Mutagenesis, Invitrogen, San Diego CA), usando los
siguientes cebadores para PCR:

5 TTTCCTACTTGAAAGGCTCCgcaGGGGGTCCGCT3 (SEC ID N° 18)
3'GGGGCCGGGTAAAGGATGAACTTTCCGAGGS’ (SEC ID N° 19)

Después de | os ana lisis d e minicrib ado vy la verificaci 6n de la secue ncia, el clon co n la secue ncia correcta se
denomind pS P72NS3NS4aPImut1165 n°® 32. Después, este plasmido se digirio c on Hindlll y A vrll (BInl) par a

preparar un v ector para u nién con u n oligonucleétido sintético de 5 8 pares d e base s que cod ificalos 14 aad el
extremo N del dominio NS3 del VHC1a original, usando los codones preferidos de levaduras.

AGCTTACAAAACAAAATGGCGCCAATCACTGCTTACGCTCAACAAACCAG
AGGCCTC

HA-1 (SEC ID N° 20)
CTAGGAGGCCTCTGGTTTGTTGAGCGTAAGCAGTGATTGGCGCCATTTTGT

TTTGTA

HA-2 (SEC ID N° 21)

Después de la transformacién en HB 101, los analisis de minicribado y la verificacion de la secuencia, el plasmido
nuevo con la secuencia correcta se denominé pSP72H3/ClaINS3mut1165 #15. Dado que el sitio Clal del dominio
NS3 de VHC 1a esta metila do, se usaron células comp etentes de E. coli SCS1 10 p ara transforma r el subclo n

pSP72H3/ClaINS3mut1165 #15. Después, este plasmido se digirié con Hindlll y Clal para preparar un fragmento de
761 pb.

En se gundo lugar, un fra gmento C lal/Eagl de 1129 pb se aisld d el pl asmido de e xpresion d e bacu lovirus
pAcHLTns3ns4aPl. El fragmento Clal/Eagl se unié con un oligonucleétido sintético de 195 pb que codifica el extremo
C del dominio de NS3 mas el péptido NS4a en el vector pSP72 Clal/Sall para crear el subclon pSP72NS3NS4aPI
Clal/Eagl #3 0 que se vo Ivid a transformar en cél ulas co mpetentes SC S110, una cepa enla g ue el sitio Clal no
estaba metilado como lo estaba en HB101:
GGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCC
TGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGG

PI3p-1 (SEC ID N° 22)
CTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCA
TACCTGACAGGGAAGTCCTCTAC

PI3p-2 (SEC ID N° 23)

GTCAGGTATGA'I'TGCCGGC"ITCCCGGACAAGACGACCCT GCCCACTATGA
CCACGCAGCCTGTTGACAGGCAATACGC

PI3p-3 (SEC ID N° 24)
GGCCAAAGCAGCCAGGACGCCGCCAACGAGCACCCAGGTGCTCGTGACG
ACCTCCAGGTC

PI3p-4 (SEC ID N° 25)

CGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTGATAAG PI3p-5 (SEC ID N° 26)
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TCGACTTATCAGCACTCTTCCATCTCATCGAACTCTCGGTAGAGGACTTCC
CT
PI3p-6 (SEC ID N° 27)

A partir de este plasmido se preparé un vector mediante digestion con las enzimas de restriccion Ava3 y Sall, de
modo que se elimind el dominio NS4a. En e ste vector se uni6 un oligonucledtido sintético de 37 pb y se transformoé
en HB101.

TGTCGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGTGATAAG avsal-1 (SEC ID N° 28)
TCGACTTATCACGTGACGACCTCCAGGTCGGCCGACATGCA avsal-2 (SEC ID N° 29)

Después de analisis de minicribado y confirmacién de secuencia se generé el subclon n® 10 1 de pSP72 Clal/Sall
NS3PI. Este plasmido se volvié a transformar de nuevo en SCS110, como se ha d escrito anteriormente para aislar
un fragmento Clal/Sall de 1320 pb.

Por ultimo, el promotor BamHI/Hindlll ADH2/GAPDH, el fragmento Hindlll/Clal de 761 pb y el fragmento Clal/Sall d
1320 pb se u nieron en el ve ctor de expres i6n en | evaduras pBS24.1 B amHI/Sall y se transformé usand o la cep a
HB101 de E. colid e célu las competent es. Los ana lisis miniprep. de | as colo nias i ndividuales co ndujeron al a
identificacion de los clones con un fragmento previsto de 3284 pb. La construccion se denomind pd.NS3PI1.1165 #21.
La e xpresion en la cep a AD- de levad uras S. cerevisi ae se compro b6 como se h a descrito a nteriormente par a
pd.HCV1a.ns3ns4aPI.

El plasmido de expresién en levaduras .4a.t.NS3PI1.1165 se produjo del siguiente modo. Un ol igonucleétido sintético
de 100 pb que codificaba el péptido NS4a, seguido de la secuencia de aminoacidos Ser-Gly-Ser y los aminoacidos
1029-1039 del dominio NS 3 se unieron en el vect or pSP72N S3NS4aPImut1165 #32 Hindlll/Avrll (descrit o
anteriormente) y se transformaron en HB101.

AGCTTACAAAACAAAATGGGCTGCGTG HA-5 (SEC ID N° 30)
GACCCTGCCCACTATGACCACGCAGCCCATTTTGTTTTGTA HA-6 (SEC ID N° 31)

GTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGTTCCGGTTCCATCACTGCTTAC
GCTCAACAAACCAGAGGCCTC

HA-7 (SEC ID N° 32)
CTAGGAGGCCTCTGGTTTGTTGAGCGTAAGCAGTGATGGAACCGGAACCG
GACAAGAC '

HA-8 (SEC ID N° 33)

Después de analisis de minicribado y confirmacién de secuencia se generd pSP724a-t-NS3P1.1165 #14. Después, el
consiguiente plasmido se tr ansformé en SCS 110 por los motivos descritos anteriormente y se aislé un fragmento
Hindlll/Clal de 803 pb. Par acrearel plasmido de expresion en levaduras d.4a.t.NS3PI.1165, el promotor
ADH2/GAPDH BamHI/Hindlll se ligd con el fragmento Hindlll/Clal de 803 pb y el fragmento Clal/Sall de 1158 pb que
codifica e | extremo 3’ dela region NS 3Pl en el vector de expresion en levaduras pAB24 Bam HI/Sall. pd.4 a-t-
ns3.1165 #4 se transform6 en la c epa de levaduras AD3 de S. cer evisiae y se comrpobaron los tra nsformantes
sencillos para determinar la expresion como se ha descrito anteriormente para pd.HCV1a.ns3ns4aPl.

Las proteinas se purificaron como se ha descrito en lo que antecede. Todas las proteinas mutantes tenian niveles de
expresion en levaduras similares a los de NS34aPl y se purificaron hasta una pureza similar a N S34aPI (pureza
superior al 90 %). ElI SDS-PAGE y la transferencia Western confirmé la ausencia de actividad proteolitica de los
polipéptidos NS3 modificados. En particul ar, se dem ostré que NS34aP1.1165 era la proteina de longitud completa
sin escin dir, y NS3PI1.1165 y NS3 4aPIl 11 65 no escindieron el MEF A 7.1. P or ta nto, las pr oteinas mod ificadas
carecian de actividad proteolitica.

Ejemplo 2
Inmunoensayos usando los antigenos mutados del VHC

Los antigenos del VHC y, en algunos casos segun se especifique, el antigeno MEFA 7.1, se introdujeron en placas
para inmunoensayo del siguiente modo. EI MEF A 7.1 se produjo como se ha d escrito en la patente de EE.UU. n°
6.632.601. MEFA 7.1 es un sustrato natural de | a proteasa NS3. El tam pon de revestimiento del VHC (NaPO4 50
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mMapH 7,0,EDTAO0,2m M y 0,1% de cloroacetamida) se filtré6 a través de una unidad de filtro de 0,22 n. A
continuacioén, secuencialmente se afiadieron los reactivos siguientes al tampén de revestimiento del VHC y se agité
tras cada ad icion: 2 ug/ml de BSA-sulfhi drilo mod ificado, de una so lucién d e 10 mg /ml (Ba yer C orp. Pente X,
Kankakee, lllinois); DTT 5 mM de u na solucién 1M (Sigma, St. Louis, MO); 0,45 ng/ml de NS 3/4a (concentracion de
proteina de 0,3 mg/ml); 0,375 ng/ml de MEFA 7.1 (concentracion de proteina de 1 mg/ml). La solucién final se agitd
a temperatura ambiente durante 15 minutos.

A cada pocillo de una placa de fondo plano de unién alta Costar (Corning Inc., Corning, New York) se afiadieron 200
ul de la solucién anterior y las placas se incubaron durante la noche en una camara de humedad. Después, las
placas se lavaron con tampén de lavado (1 x PBS, 0.1% TWEEN-20), se dieron golpecitos para secar y se afiadieron
285 ul de tampon posrevestimiento Orto (1 x PBS, pH 7,4, 1% BSA, 3% sacarosa). Las placas se incubaron durante
al menos 1 hora, se dieron golpecitos y se secaron durante la noche a 2-8 °C. Las placas se introdujeron en una
bolsa con desecantes para usos futuros.

Se estudi 6 el rend imiento d e los antige nos NS3 modi ficados e n comp aracién con N S34aPl qu e careciade la
mutacion en el dominio proteolitico. Se usaron paneles de muestras de sangre humana disponibles comercialmente
que estaban i nfectados por VHC. Los p aneles d e PHV mostrados en las tabl as q ue figuran mas adelante se
adquirieron en Boston Biomedica, Inc., West Bridgewater, MA (BBI).

El ensayo del VHC se real iz6 del si guiente modo: 200 pl del tamp 6n diluyente de muestras (1 g/l de caseina, 10 0
mg/l de SOD recombinante humana, 1 g/l de cloroacetamida, 10 g/l de BSA, 500 mg/I de extracto de levadura, 0,366
g/l de EDT A, 1,162 g/l de K PO4, 5 ml/lde Tween 20, 29,22 g/ld e NaCl, 1,627 g/l d e NaPO4, 1 % de SDS) s e
afadieron a las placas revestidas. Después, se afiadieron 20 pl de la muestra. Esto se incubé a 37°C durante una
hora. Las placas se lavaron con tampén de lavado (1 x PBS, pH 7,4, 0,1% de Tween-20). Se afiadieron 200 pl de la
solucién conjugada (una IgG anti-humana de ratén-HRP, tal como IgG anti-humana de raton-HRP diluida a 1:22.000
en el sistema del ensayo O RTHO HCV 3.0 ELISA ¢ on diluyente con jugado en masa Enhanced SAVe (-Clinical
Diagnostics, Raritan, New Jersey) y se incubaron durante 60 minutos a 37 °C. Est o se lavé como se ha indicado
anteriormente y se afiadieron 200 ul de la s olucién sustrato (1 com primido de OPD/10 ml). El comprimido de OPD
contiene o-fenilendiamina diclorhidrato y peréxido d e hidrégeno para el des arrollo del color con la reacciéon con
peroxidasa de rabano. Esto se incubd durante 30 minutos a temp eratura am biente en oscuridad. La re accion se
detuvo mediante la adicion de 50 ul de H2SO4 4N vy las placas se leyeron a 492 nm respecto a la absorbancia a 690
nm como control.

Los resultados se muestran en las T ablas 3-6. En concreto, la T abla 3 muestra los r esultados de una comparacion
del rendimiento en el inm unoensayo de N S3PI1.1165 y N S34aP1.1165 frente a NS3 4aPIl. Como se muestraen | a
Tabla 3, ambos mutantes deficientes en proteasa eran inmunorreactivos y tienen aproximadamente el 80-90 % de la
reactividad de la molécula control NS34aPIl que conservaba la actividad proteolitica cuando se ha revestido a 2X la
cantidad. La Tabla 6 mues tralos resulta dos deu na comparacion del re ndimiento eneli nmunoensayo de
d.4a.t. NS3PI.1165, NS3PI.1165 and NS34aPI.1165 frente a NS34aPI. Como se puede ver en la Tabla 6, cuando se
revisten a niveles adecuados, d.4a.t.NS3P1.1165, NS3PIl.1165 and NS34aPI.1165 mostraron una inmunorreactividad
similar a la de NS34aPI con d.4a.t.NS3PI.1165 y muestra la inmunorreactividad mas cercana a NS34aPlI.

Como se puede veren las Tablas 4 y 7, NS3P1.1165, NS34aPl.1165 y d.4a.t.NS3PI.1165 también alcanzaron una
inmunorreactividad muy similar a la de NS34aPI cuando se usan en combinacién con MEFA 7.1.

La Tabla 5 muestra los resultados d e una com paracién de | re ndimiento en el i nmunoensayo d e NS3PI.1165 y
d.4a.t.NS3PI. 1165 frente a NS34aPlI, en los ensay os en comb inaciéon con MEFA 7.1 o si n MEFA 7.1. Como se
puede ver, ambos mutantes, usados solos o en combinacién con MEFA 7.1, alcanzaron una inmunorreactividad muy
similar a la del NS34aPI nativo. Por tanto, las tres proteinas NS3 analizadas tienen in inmunorreactividad.

Estas tres proteinas NS3 modificadas tenian actividad helicasa (datos no mostrados), pero estaban desprovistas de
actividad proteasa. Ademas, como se mu estra en las F iguras 13 y 14, las proteinas m utantes NS3 m odificadas no
escindieron el MEFA 7.1, un sustrato natural de la NS3 proteasa.

Segun el m ejor conocimiento de los inventores, esta es la primera demostracion de que la i nmunorreactividad y la
actividad proteasa de NS3 se pueden separar y de que eliminar la actividad de serina proteasa no afecta a los sitios
de reconocimiento de anticuerpos de la proteina.

Ejemplo 3
Deteccion de seroconversion precoz de y comparacion con los ensayos disponibles comercialmente

Los antigenos C33c y C200 son muy inmunorreactivos y los anticuerpos frente a estos antigen os se encuentran en
los paneles de seroconv ersion precoz. Por tanto, el rendimiento de d.4a.t.NS3PI.1165 mas MEFA 7.1 o NS34aPI

mas MEF A 7.1 enlosinm unoensayos se estudi 6 us ando | os pan eles de C33c y C200 bi en c aracterizados
disponibles comercialmente de muestras de sangre humana infectada por el VHC para evaluar la sensibilidad de la
seroconversion y estos resu Itados se com pararon con lo s obtenidos en los kit de ELISA anti-VHC co merciales. En
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concreto, el ensayo Abbott PRISM (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) esta disponible comercialmente y es un
ensayo de deteccién basado en anticuerpos. El ensayo se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante. El
sistema ORTHO HCV Version 3.0 ELISA Test System (HCV 3.0) (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey)
es un ensayo de deteccion basado en anticuerpos. El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los resultados se muestran en la Tabla 7. Para los paneles estudiados, tanto NS34aPl mas MEFA 7.1 como
d.4a.t.NS3PI1.1165 mas MEFA 7.1 detectaron anticuerpos de tipo c33c- y ¢200 en los paneles de seroconversion
precoz. Las detecciones se realizaron 2-12 dias antes de los ensayos Ortho HCV 3.0 y Abbott Prism.

TABLA 3: Inmunorreactividad de las proteinas NS3 mutantes introducidas solas sin MEFA 7.1

NS3 PI.116 NS34a P1.1165 NS34a PI

(90 ng) (180 ng) (90 ng) (180 ng) (90 ng)

Sefial | S/CO | Sefial | S/ICO | Sefial | S/ICO | Sefial | S/CO Sefal | S/CO
PHVOD4-1 | 0,024 | 0,04 | 0,027 | 0,04 0,029 | 0,05 0,037 | 0,06 0,034 | 0,054
PHV904-2 | 0,023 | 0,04 | 0,026 | 0,04 0,033 | 0,05 0,037 | 0,06 0,024 | 0,038
PHV904-3 | 0,523 | 0,85 | 0,785 | 1,28 0,904 | 1,47 1,041 | 1,68 1,590 | 2,560
PHV904-4 | 1,002 | 1,64 | 1,785 | 2,90 3,020 | 4,91 3,211 | 5,19 3,435 | 5,532
PHV904-5 | 1,521 | 2,49 | 2,720 | 4,42 3,628 | 5,74 3,659 | 5,75 3,547 | 5,711
PHV904-6 | 2,076 | 3,39 | 3,210 | 5,22 3,569 | 5,80 3,682 | 5,79 3,633 | 5,689
PHV904-7 | 2,466 | 4,03 | 3,903 | 6,35 3,874 | 6,30 3,874 | 6,26 3,874 | 6,238
PHV913-1 | 0,012 | 0,02 | 0,013 | 0,02 0,02 0,03 0,026 | 0,04 0,025 | 0,041
PHV913-2 | 0,013 | 0,02 | 0,013 | 0,02 0,016 | 0,03 0,022 | 0,04 0,023 | 0,037
PHV913-3 | 0,044 | 0,07 | 0,057 | 0,09 0,033 | 0,05 0,053 | 0,09 0,057 | 0,092
PHV913-4 | 0,182 | 0,3 0,26 0,42 0,145 | 0,23 0,175 | 0,28 0,346 | 0,557
PHV914-1 | 0,012 | 0,02 | 0,011 | 0,02 0,014 | 0,02 0,023 | 0,04 0,02 0,032
PHV914-2 | 0,012 | 0,02 | 0,014 | 0,02 0,016 | 0,03 0,018 | 0,03 0,018 | 0,029
IPHV914-3 | 0,056 | 0,09 | 0,085 | 0,14 0,018 | 0,03 0,021 | 0,03 0,086 | 0,139
PHV914-4 | 0,388 | 0,63 | 0,606 | 0,99 0,163 | 0,27 0,268 | 0,43 1,732 | 2,780
PHV914-5 | 0,606 | 0,99 | 1,040 | 1,69 0,728 | 1,18 1,164 | 1,88 3,098 | 4,989
PHV914-6 | 0,687 | 1,12 | 1,186 | 1,93 0,722 | 1,17 1,507 | 2,44 3,314 | 5,337
PHV914-7 | 0,974 | 159 | 1,536 | 2,50 | 2,565 | 4,17 3,122 | 5,04 3,442 | 5,542
PHV914-8 | 1,550 | 2,53 | 2,510 | 4,08 3,416 | 5,55 3,474 | 5,61 3,453 | 5,560
PHV914-9 | 2,122 | 3,47 | 3,098 | 5,04 3,480 | 5,66 3,494 | 5,64 3,486 | 5,614
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TABLA 4: Inmunorreactividad de las proteinas NS3 mutantes introducidas con MEFA 7.1

MEFA 7.1 75 ng MEFA 7.1 75 ng MEFA 7.1 75 ng

NS34a PI. 90ng NS.3 PI. 1165 180 | NS34a P1.1165 180 ng
Sefia I S/CO | Senal S/CO Sefial S/CO
PHV904- 0,02 0,0 0,02 0,0 0,04 0,0
PHV904- 0,02 0,0 0,02 0,0 0,04 0,0
PHV904- 0,78 1,2 1,181,9 1,02 1,6
PHV904- 2,40 3,9 3,295,3 3,49 55
PHV904- 3,27 53 3,655,7 3,61 57
PHV904- 3,43 5,6 3,57 5,8 3,63 5,8
PHV904- 3,89 6,3 3,88 6,3 3,85 6,1
PHV913- 0,04 0,0 0,02 0,0 0,04 0,0
PHV913- 0,27 0.4 0,10 0,1 0,22 0,3
PHV913- 1,26 2,0 0,60 0,9 1,39 2,2
PHV913- 1,40 23 0,851,3 1,76 2,8
PHV914- 0,01 0,0 0,01 0,0 0,02 0,0
PHV914- 0,01 0,0 0,010,0 0,02 0,0
IPHV914- 0,02 0,0 0,07 0,1 0,02 0,0
PHV914- 0,42 0,7 0,97 1,5 0,29 0.4
PHV914- 1,26 2,0 2,313,7 1,63 2,6
PHV914- 1,50 24 24239 2,10 3,3
PHV914- 2,33 3,8 3,04 4,9 3,42 54
PHV914- 3,30 54 34,55 3,53 5,6
PHV914- 3,38 55 3,47 5,6 3,65 5,6
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TABLA 5: Inmunorreactividad de las proteinas NS3 mutantes introducidas con MEFA 7.1 (panel izquierdo) o son

MEFA 7.1 (panel derecho)

NS34a y NS3 mutantes en combinacién con MEFA 7.1

NS34aPl y mutantes solos

NS34a Pl. y|NS.3 Pl 1165 y|4 at. NS3 vy NS34a P NS.3 Pl.|4 at. NS3
MEFA 7.1 MEFA 7.1 MEFA 7.1 ’ 1165 (S11665A)
(90 ng) |(75ng) |(360 ng) |(75ng) |(180ng)|(75ng) | |(90 ng) (360 ng) (180 ng)
Sefial |S/CO |Senal S/CO Senfal S/CO Sefial | S/CO | Sefial | S/CO |Sefial |S/CO
PHV9D4- |-0,008 |-0,01 0,002 0,00 0,029 0,05 0,120 {0,019|0,021 |0,03 |0,059 |0,09
1
PHV904- |-0,007 |-0,01 0,006 0,01 0,022 0,04 0,018 0,03 |0,100 |0,16 |0,054 |0,09
2
PHV904- |2,075 |3,40 0,833 1,37 1,485 2,46 1,853 (2,98 (1,784 (2,76 |1,779 |2,81
3
PHV904- | 3,090 |5,06 1,753 2,87 2,930 (4,85 3,01514,85 |3,127 (4,83 |3,150 |4,97
4
PHV904- | 3,263 |5,34 2,820 4,62 3,374 5,59 3,169 5,10 |3,472 |5,37 |3,474 |5,48
5
PHV904- | 3,405 |5,57 3,297 5,40 3,459 573 3,388 5,46 |3,483 |5,38 |3,537 |5,58
6
PHV904- | 3,854 |6,31 3,860 6,33 3,857 6,38 3,907 |6,29 |3,881 6,00 |3,881 |6,12
7
PHV913- |0,009 |0,01 0,010 0,02 0,004 0,01
1 0,016 /0,03 |0,007 |0,01 |0,019 0,03
PHV913- |0,124 |0,20 0,028 0,05 0,091 0,15
2 0,017 0,03 |0,009 |0,01 |0,024 |0,04
PHV913- |0,739 |1,21 0,240 0,39 0,522 0,86
3 0,115(0,19 (0,099 (0,15 |0,072 |0,11
PHV913- | 1,186 |1,94 0,297 0,49 0,724 1,20
4 0,600(0,97 |0,517 |0,8 |0,465 |0,73
PHV914- | 0,001 0,00 -0,004 -0,01 0,004 -0,01
1 0,026 (0,04 |0,006 (0,01 |0,023 |0,04
PHV914- | 0,005 |0,01 -0,014 0,02 0,001 0,00
2 0,023 (0,04 (0,01 |0,02 |0,018 0,03
IPHV914- 10,323 |0,53 0,032 0,05 0,069 0,11
3 0,151]0,24 |0,109 |0,17 |0,104 |0,16
PHV914- |1,870 |3,06 0,410 0,67 1,157 1,92 1,389 (2,24 (1,502 (2,32 |1,225 |1,93
4
PHV914- |2,889 |4,73 1,013 1,66 2,615 4,33 2,444 13,93 |,2,832|4,38 (2,820 |4,45
5
PHV914- 12,941 |4,81 1,158 1,90 2,567 |4,25 2,365 (3,81 (2,751 (4,25 |2,863 |4,52
6
PHV914- |3,227 |5,28 2,008 3,29 3,165 5,24 2,728 14,39 |3,377 |5,22 |3,221 |5,08
7
PHV914- |3,327 |5,44 3,014 4,94 3,327 5,51 3,285(5,29 |3,368 |5,21 |3,429 |5,41
8
PHV914- | 3,282 |5,37 3,012 4,94 3,364 5,57 3,327 15,36 |3,348 |5,17 |3,392 |5,35
9
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TABLA 7: Rendimiento del ensayo: Direccién de seroconversién precoz

NS34a PI. & MEFA 7.1 4 a.t. NS3 & MEFA 7.1 Dato de campo Dias de
BBI antelacién
ID (90 ng) (75 ng) (180 ng) (75 ng) VHC 3.0 |Prism of Prism
Sefial S/CO Sefial S/CO S/CO S/CO
PHV9D4-1 -0,008 -0,01 0,029 0,05
PHV904-2 -0,0q47 -0,01 0,022 0,04
PHV904-3 2,075 3,40 1,485 2,46
PHV904-4 3,090 5,06 2,930 4,85
PHV904-5 3,263 5,34 3,374 5,59
PHV904-6 3,405 5,57 3,459 5,73
PHV904-7 3,854 6,31 3,857 6,38
PHV913-1 0,009 0,01 0,004 0,01 0,01 0,08
PHV913-2 0,124 0,20 0,091 0,15 0,02 0,10 > 2 dias
PHV913-3 0,739 1,21 0,522 0,86 0,43 0,50
PHV913-4 1,186 1,94 0,724 1,20 0,54 0,59
PHV914-1 0,00 0,00 0,004 -0,01 0,00 0,06
PHV914-2 0,005 0,01 0,001 0,00 0,01 0,06
IPHV914-3 0,323 0,53 0,069 0,11 0,01 0,06
PHV914-4 1,870 3,06 1,157 1,92 0,04 0,09 > 12 dias
PHV914-5 2,889 4,73 2,615 4,33 0,33 0,47
PHV914-6 2,94 4,81 2,567 4,25 0,82 0,90
PHV914-7 3,227 5,28 3,165 5,24 3,10 2,41
PHV914-8 3,327 5,44 3,327 5,51 4,85 4,06
PHV914-9 3,282 5,37 3,364 5,57 4,85 4,52
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TABLA 8: Rendimiento de ensayo: Sensibilidad dilucional del genotipo
MEFA 7.1+ | Ortho Monolisa Ver. 2
NS3NS4a Pl | MEFA 7.1
Genotipo Dijluc  ién NS3NS4a Pl |HCV 3.0 | Pasteur
D.O.D.O. D.O. D.O. D.O.
1b 1:500 0 2,929 1,396 2,074 0,393 0,218
1:100 00 |[2,506 0,826 1,099 0,159 0,084
1:200 00 (1,78 0,355 0,403 0,045 0,028
2alc 1:2500 1,952 0,467 1,653
1:500 0 1,868 0,717 0,917 0,136 0,782
1:100 00 (0,863 0,312 0,395 0,049 0,286
2b 1:250 0 ND ND 1,430 0,295 0,658
1:500 0 ND ND 0,551 0,108 0,207
1:100 00 |[ND ND 0,225 0,032 0,061
321:250 0 2,580 0,514 0,941
1:500 0 2,879 0,964 1,622 0,218 0,353
1:100 00 (1,676 0,432 0,873 0,067 0,164
1:200 00 (0,864 0,165 0,398 0,023 0,050
42 1:250 0 23,831 0,632 0,462
1:500 0 24 0,824 1,752 0,193 0,181
1:100 00 (1,169 0,265 0,717 0,069 0,0763
52 1:500 0 2,889 1,763 2,744 0,827 0,988
1:100 00 (2,317 1,036 1,587 0,316 0,395
1:200 00 (1,315 0,416 0,726 0,097 0,120
6 1:100 3,406 2,872 3,602 3,594 ND
1:100 0 2,978 2,455 3,224 2,863 ND
1:100 00 |[2,841 0,984 1,192 0,380 ND
1:200 00 (2,262 0,509

De acuerdo con esto se han divulgado proteinas NS3 del VHC modificadas y usos de las mismas en los ensayos de
deteccioén. A partir de lo anterior se apreciara que, aunque en el presente documento se han d escrito realizaciones
de | a inv encion a efectos ilustrativos, se p ueden re alizar varias mo dificaciones si n de sviarse d el alcance de la
invencion.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> CHIRON CORPORATION
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<120> MUTANTES DE PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DEL VHC Y USOS DE LOS MISMOS

<130> 2300-22731.40 (PP22731.0004)

<150> 60/621.790 <151> 25-10-2004

<150> 60/621.502 <151> 22-10-2004

<150> 60/618.390 <151> 12-10-2004

<150> 60/604.858 <151> 27-08-2004

<160> 33

<170> Patentln version 3.3

<210> 1
<211> 2061
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> NS34aPI1.1165

<400> 1

atggegecca
&0

agcctaactg
120

gcccaaacet
180

ggaacgagga
240

caagaccttg
300

ggctectegg
360

ggtgatagea
420

gggggtcecge
480

tcacggcgta

gccgggacaa

tcctggeaac

ccatcgegtce

tgggectggec

acctttacct

ggggcagcecet

tgttgtgccc

cgcccageag
aaaccaagtg
gtgcatcaat
acccaagggt
cgctecgcaa
ggtcacgagg
gctgtegecc

cgcggggceac

acaaggggec

gagggtgagyg

ggggtgtgcet

cctgtcatce

ggtagcegat

cacgccgatg

cggcccattt

gccgtgggea

31

tcctagggtyg

tccagattgt

ggactgteta

agatgtatac

cattgacacc

tcattcecegt

cctacttgaa

tatttagggce

cataatcace

gtcaactget

ccacggggce

caatgtagac

ctgcacttge

gegecggcegg

aggctecgca

cgeggtgtge



acccgtggag
540

aggtccecgg
600

gctcacctece
660

gctcaggget
720

gcttacatgt
780

accactggea
840

tcggggagcg
300

atcttgggca
960

crcgecaccg
1020

gctctgtcea
1080

aagdaggggga
1140

aagctggtcg
1200

atcecgecca
1260

ggcgacttcg
1320

cttgaceeta
1380

caacgtecggy
1440

gagegeccet
1500

gcttggtatg
1560

ceggggetec
1620

tggctaaggc

tgttcacgga

atgeteccac

ataaggtgct

ccaaggctca

geccccatcac

cttatgacat

ttggcactgt

ccaccectce

ccaccggaga

gacatetcat

cattgggcat

tcggcgatgt

actcggtgat

ccttcaccat

gcaggactgg

ccggeatgtt

agctcacgece

cegtgrgeca
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ggtggacttt

taactceect

aggcageggc

agtactcaac

tgggatcgat

gtactccacc

aataatgegt

ccttgaccaa

gggctecgtce

gatceceotLtt

‘cttetgtcat

caatgccgty

tgtcgtcgtg

agactgcaat

tgagacaatc

cagggggaag

cgactcgtcee

cgccgagact

ggaccatctt

atcectgtgg

ccaccagtag

aaaagcacca

ccctetgttg

cctaacatca

tacggcaagt

gacgagtgee

gcagagactg

actgtgcccco

tacggcaagg

tcaaagaaga

gecctactacce

gcaaccgatyg

acgtgtgtca

acgetcceee

ccaggcatct

gtcctetgtyg

acagttagge

gaattttggg

32

agaacctaga
tgccecagag
aggteccgge
ctgcaacact
ggaccggggt
tccttgeega
actgecacgga
cgggggcgag
atcccaacat
ctatccecet
agtgcgacga
geggtctega
cccectcatgac
cccagacagt
aagatgetgt
acagatttgt
agtgctatga
tacgagcgta

aggygcgtett

gacaaccatyg

ctrccaggtg

tgcatatgca

gggetttggt

gagaacaatt

cggcggatge

tgccacatce

actggttgtg

cgaggaggtt

cgaagtaatc

actcgecgca

cgtgteceqte

¢ggctatace

cgatttcagc

ctccegeact

ggcacegagg

cgcaggetgt

catgaacacc

tacaggcctc
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actcatatag
1680

ctggtagegt
1740

cagatgtgga
1800

tacagactgg
1850

atgacatgca
1920

gtcectggetg
1980

gtcgtcttgt
2040

gatgagatgg
2061

<210> 2
<211> 686
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

atgcccactt

accaagccac

agtgtttgat

gcgcigttca

tgtcggocega

ctttggcege

ccgggaagec

aagagtgctg

<223> NS34aPl1.1165

<400> 2

Met Ala

1

Cys Ile

Glu val

Pro

Ile

Gln

Ile Thr

Thr
20

Ser

Ile val

33

Ile Asn

50

Ile
65

Ala

Gln Asp

Gly

Ser

val Cys

Pro Lys

Val Gly

85
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tctatcccag

cgtgtgeget

tcgecteaag

gaatgaaatc

cctggaggte

gtattgccty

ggcaatcata

Ala Tyr Ala

Leu Thr Gly

Thr Ala

40

Ser

Thr Val

55

Gly Pro Vval

70

Pro Ala

acaaagcaga

agggctcaag

cccacectee

accetgacge

gtcacgagca

tcaacaggcet

cctgacaggg

Gln Gln
10

Arg Asp

Ala Gln

Tyr His

Ile Gln

75

Pro Gln
20

33

Thr

Lys

Thr

Gly

Met

Gly

gtggggagaa

cceeteceoe

atgggccaac

acccagtcac

cctgggtget

gcgtggtcat

aagtcctcta

Arg Gly

Asn Gln

Leu

Val

cettecttac

ategtgggac

acccctgcta

caaatacacc

cgttggcggce

agtgggcagg

ccgagagtte

Leu Gly
15

Glu Gly

30

Phe Leu

4S5

Ala
&0

Gly
Thr

Tyr

Ser Arg

Ala

Thr

Asn

Ser

Thr Cys

Arg Thr

Val Asp
ao

Leu Thr
as
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Pro Cys Thr Cys Gly Ser Ser Asp Leu Tyr Leu Val Thr Arg His Ala
100 105 110

Asp Val Ile Pro Val Arg Arg Arg Gly Asp Ser Arg Gly Ser Leu Leu
11§ 120 12%

Ser Pro Arg Pro Ile Ser Tyr Leu Lys Gly Ser Ala Gly dly Pro Leu
130 138 140

Leu Cys Pro Ala Gly His Ala Val Gly Ile Phe Arg Ala Ala val Cys
145 150 155 160

Thr Arg Gly Val Ala Lys Ala Val Asp Phe Ile Pro Val Glu Asn Leu
165 170 175

Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro Val Phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro Pro
180 185 190

Val Val Pro Gln Ser Phe Gln Val Ala His Leu His Ala Pro Thr Gly
195 200 205

Ser Gly Lys Ser Thr Lys Val Pro Ala Ala Tyr Ala Ala Gln Gly Tyr
210 : 215 220

Lys Val Leu Val Leu Asn Prc Ser Val Ala Ala Thr Leu Gly Phe Gly
228 230 235 240

Ala Tyr Met Ser Lys Ala His Gly Ile Asp Pro Asn Ile Arg Thr Gly
245 250 255

Val Arg Thr Ile Thr Thr Gly Ser Pro Ile Thr Tyr Ser Thr Tyr Gly
260 26S 270

Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly Cys Ser Gly Gly Ala Tyr Asp Ile Ile
27% 280 285

Ile Cys Asp Glu Cys His Ser Thr Asp Ala Thr Ser 1le Leu Gly Ile
290 295 300

Gly Thr Val Leu Asp Gln Ala Glu Thr Ala Gly Ala Arg Leu Val val
305 310 315 320

34



Leu

Ile

Lys

Cys

Leu

iss

Ile

Thr

val

Thr

Arg

465

Glu

Asp

Arg

His

Ala

Glu

Ala

His

370

Gly

Pro

Gly

Thr

Ile

450

Thr

Arg

Ala

Leu

Leu
530

Thr

Glu

Ile

355

Ser

Ile

Pro

Tyr

Gln

435

Thr

Gly

Pro

Gly

Arg

515

Glu

Ala

val

340

Pro

Lys

Asn

Ile

Thr

420

Thr

Leu

Arg

Ser

Cys
500

Ala

Phe

Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
405
Gly
val
Pro
Gly
Gly
485

Ala

Tyr

Trp

Pro

Leu

Glu

Lys

Val

390

Asp

Asp

Asp

Gln

Lys

470

Met

Trp

Met

Glu

Pro

Ser

Vval

Cys

375

Ala

val

Phe

Phe

Asp

455

Pro

Phe

TYr

Asn

Gly
535
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Gly

Thr

Ile

360

Asp

Tyr

Vval

Asp

Ser

440

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

520

val

Ser

Thr
245

Lys

Glu

Tyr

val

Ser

425

Leu

val

I1le

Ser

Leu

S0s

Pro

Phe

val

30

Gly

Gly

Leu

Arg

val

410

Vval

Asp

Ser

Tyr

Ser

490

Thr

Gly

Thr

35

Thr

Glu

Gly

Ala

Gly

39S

Ala

Ile

Pro

Arg

Arg

475

val

Pro

Gly

Val

Ile

Arg

Ala

iao

Leu

Thr

Asp

Thr

Thr

460

Phe

Leu

Ala

Pro

Leu
540

Pro

Pro

His

3es

Lys

Asp

Asp

Cys

Phe

445

Gln

val

Cys

Glu

Val

525

Thr

His

Phe

350

Leu

Leu

val

Ala

Asn

430

Thr

Arg

Ala

Glu

Thr
$10

Cys

His

Pro
335

Tyr

Ile

val

Ser

Leu

41%

Thr

Ile

Arg

Pro

Cys

495

Thr

Gln

Ile

Asn

Gly

Phe

Ala

val

400

Met

Cys

Glu

Gly

Gly

480

Val

Asp

Asp
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Ala His Phe Leu Ser Gln Thr Lys Gln Ser Gly Glu Asn Leu Pro Tyr
545 £50 £55 560

Leu Val Ala Tyr Gln Ala Thr Val Cys Ala Arg Ala Gln Ala Pro Pro
565 570 575

Pro Ser Trp Asp Gln Met Trp Lys Cys Leu Ile Arg Leu Lys Pro Thr
S80 585 590

Leu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Gly Ala Val Gln Asn
S95 600 605

Glu Ile Thr Leu Thr His Pro Val Thr Lys Tyr Ile Met Thr Cys Met
610 615 620

Ser Ala Asp Leu Glu Val val Thr Ser Thr Trp Val Leu Val Gly Gly
625 630 6315 640

val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys Leu Ser Thr Gly Cys Val val
: 645 650 655

Ile val Gly Arg Val Val Leu Ser Gly Lys Pro Ala Ile Ile Pro Asp
660 665 870

Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu Glu Cys
675 &80 685

<210> 3
<211> 1899
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> NS3PI.1165

<400> 3

atggcgecaa tcactgeotta cgeotcaacaa accagaggce tcctagggtg cataatcace
60

agcctaactg gocgggacaa aaaccaagtg gagggtgagg tccagattgt gtcaactget
120

gcccaaacct toctggcaac gtgcatcaat ggggtgtgot ggactgtcota ccacggggece
180

ggaacgagga ccatcgegte acccaagggt cctgtcatce agatgtatac caatgtagag
240

36



caagaccttg
300

ggctectegyg
360

ggtgatagca
420

gggggtcege
480

acceogtggag
540

aggtcccegg
600

gctcacctce
660

gctcaggget
720

gettacatge
780

accactggca
840

tcgggagagceg
200

atcttgggea
960

ctcgeccaceyg
1020

getetgteca
1080

aaggggggga
1140

aagctggteg
1200

atecccgecca
1260

ggcgaccteg
1320

cttgaceccta
1380

tgggctggcee
acctttacct
ggggcagect
tgttgtgcec
tggctaaggc
tgttcacgga
atgctcccac
ataaggtgct
ccaaggctca
gccccatcac
cttatgacat
ttggcactgt
ccacecetec
ccaccggaga
gacatcreat
cattgggcat
tcggegatge
actcggtgat

ccttcaccat

ES 2377978 T3

cgctceogeaa

ggtcacgagy

gctgtegece

cgogagggcac

ggtggacttt

taactcetcet

aggcagogge

agtactcaac

tgggatcgat

gtacteccacc

aataatttgt

ccttgaccaa

gggcteegte

gatcectttt

cttctgtcat

caatgecgtg

tgtcgtegty

agactgcaat

tgagacaatc

ggtagccgat

cacgcecgatg

cggcccattt

gccgtgggca

atccctgtgg

ccaccagtag

aaaagcacca

ccetctgteg

cctaacatca

tacggcaagt

gacgagtace

gcagagactg

actgtgcecc

tacggcaaqg

tcaaagaaga

geectactace

gcaaccgatg

acgtgtgtca

acgctccece

37

cattgacace
tcattceegt
cctacttgaa
tatttagggce
agaacctaga
tgeccccagag
aggtcceogge
ctgcaacact
égabcggggt
tcettgecga
actccacgga
cgggggcgag
atcccaacact
ctatccoeoet
agtgcgacga
gcggtettga
cccceatgac
cccagacagt

aagatgcetge

ctgcacttgce
gcgecggegg
aggctecgea
cgcggegtge
gacaaccatg
cttocaggeg
tgcatatgca
gggctetggt
gagaacaatt
cggcgggtge
tgccacatcc
actggttgtg
cgaggaggte
cgaagtaate
actcgecgea
cgrgteegte
cggctatace
cgatttcagc

ctceegeact



Caacgtcggg
1440

gagcgecect
1500

gcttggtatg
1560

ceggggette
1620

actcatatag
1680

ctggtagegt
1740

cagatgtgga
1800

tacagactgg
1860

atgacatgca
1899

<210>4
<211> 632
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gcaggactgg

ccggecatgtt

agctcacgec

cegrgtgeca

atgcccactt

accaagccac

agtgtttgat

gecgetgttca

tgtcggecga

<223> NS3PI.1165

<400> 4

Met Ala
1

Cys 1le

Glu Val

Ile Asn
S0

Ile Ala
65

Pro

Ile

Gln

s

Gly

Ser

5

20

Ile Thr Ala

Thr Ser Leu

Ile Val Ser

val Cys Trp

Pro Lys Gly

ES 2377978 T3

cagggggaag

cgactegtee

cgccgagact

ggaccatctt

tctatccocag

cgtgtgceget

togoctcaag

gaatgaaatc

cotggaggte

Tyx

Thr

Thr
40

Thr
55

Pro val

70

Ala Gin Gln

Gly Arg Asp

Ala Ala Gln

Val Tyr His

ccaggcatct

gtcetetgtyg

acagttaqge

gaattttggy

acaaagcaga

agggctcaag

ceccacecctee

accctgacge

gtcacgtga

10

25

Ile Gln
75

38

acagatttgt

agtgctatga

tacgagcgta

agggegtett

gtggggagaa

ccectocece

atgggccaac

acccagtcac

45

60

ggcaccgggag

cgcaggctgt

catgaacacec

tacaggccte

ectrectLae

atcgtgggac

acececctgeta

caaatacatc

Thr Arg Gly Leu Leu Gly

15

Lys Asn Gln Val Glu Gly

10

Thr Phe Leu Ala Thr Cys

Gly Ala Gly Thr Arg Thr

Met Tyr Thr Asn Val Asp

8o



Gln

Pro

Asp

Ser

Leu

145

Thr

Glu

val

Ser

Lys

225

Ala

val

Lys

Ile

Asp

Cys

val

Pro

130

Cys

Thr

val

Gly

216

val

Tyr

Phe

Cys
290

Leu

Thr

Ile

115

Arg

Pro

Gly

Thr

Pro

195

Lys

Leu

Met

Thr

Leu

275

Asp

val

Cys

100

Pro

Pro

Ala

val

Met

180

Gln

Ser

val

Ser

Ile

260

Ala

Glu

Gly

as

Gly

val

Ile

Gly

Ala

185

Arg

Ser

Thr

Leu

Lys

245

Thr

Asp

Cys

Trp

Ser

Arg

Ser

His

15¢

Lys

Ser

Phe

Lys

Asn

230

Ala

Thr

Gly

His

Pro

Ser

Arg

135

Ala

Ala

Pro

Gln

Val

215

Pro

His

Gly

Gly

Ser
285

ES 2377978 T3

Ala

Asp

Arg

220

Leu

Vval

Val

val

val

200

Pro

Ser

Gly

Ser

Cys
280

Thr

Pro

Leu

108

Gly

Lys

Gly

Asp

Fhe

185

Ala

Ala

val

Ile

Pro

265

Ser

Asp

Gln

90

Tyr

Asp

Gly

Ile

Phe

170

Thr

His

Ala

Ala

Asp

250

1le

Gly

Ala

39

Gly

Leu

Ser

Ser

Phe

185

Ile

Asp

Leu

Tyr

Ala

235

Pro

Thr

Gly

Thr

Ser

val

Arg

Ala

130

Arg

Pro

Asn

His

Ala

220

Thr

Asn

Tyr

Ala

Ser
oo

Arg

Thr

Gly

125

Gly

Ala

val

Ser

Ala

205

Ala

Leu

Ile

Ser

Tyr
285

Ile

Ser

Arg

1106

Ser

Gly

Ala

Glu

Ser

1990

Pro

Gln

Gly

Arg

Thr

270

Asp

Leu

Leu

95

Bis

Leu

Pro

val

Asn

175

Pro

Thr

Gly

Phe

Thr

255

Ile

Gly

Thr

Ala

Leu

Leu

Cys

160

Leeu

Pro

Gly

Tyr

Gly

240

Gly

Gly

Ile

Ile



Gly

305

Leu

Ile

Lysa

Cys

Leu

aas

Ile

val

Thr

Arg

465

Glu

Asp

His

Thr

Ala

Glu

Ala

His

370

Gly

Pro

Gly

Thr

Ile

450

Thr

Arg

Ala

Leu

Leu

Val

Thr

Glu

Ile

iss

Ser

Ile

Pro

Tyr

Gln

435

Thr

Gly

Pro

Gly

Arg

515

Glu

Leu

Ala

Val

340

Pro

Lys

Asn

Ile

Thr

420

Thr

Leu

Arg

Ser

Cys

500

Ala

Phe

Asp

Thr

azs

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

405

Gly

Val

Pro

Gly

Gly

485

Ala

Tyr

Gln

310

Pro

Leu

Glu

Lys

Val

390

Asp

Asp

Asp

Gln

Lys

470

Met

Trp

Met

Glu

Ala

Pro

Ser

val

Cys

375

Ala

val

Phe

Phe

Asp

488

Pro

Phe

Tyr

Asn

Gly

ES 2377978 T3

Glu

Gly

Thr

Ile

360

Asp

Tyr

Val

Asp

Ser

440

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

520

val

Thr

Ser

Thr

345

Lys

Glu

Tyr

val

Ser

425

Leu

val

Ile

Ser

Leu

505

Pro

Phe

Ala

Val

330

Gly

Gly

Leu

Arg

val

410

val

Asp

Ser

Tyr

Ser

490

Thr

Gly

Thr

40

Gly

315

Thr

Glu

Gly

Ala

Gly

ass

Ala

Ile

Pro

Arg

hrg

475

Val

Pro

Gly

Ala

Val

Ile

Arg

Ala

3ge

Leu

Thr

Asp

Thr

Thr

460

FPhe

Leu

Ala

Pro

Leu

Arg

Pro

Pro

His

365

Lys

Asp

Asp

Phe

445

Gln

val

Cys

Glu

Val

525

Thr

Leu

His

Phe

iso

Leu

Leu

val

Ala

Asn

430

Thr

Arg

Ala

Glu

Thr
510

Cys

His

val

Pro

3as

Tyr

Ile

val

Ser

Leu

415

Thr

Ile

Arg

Pro

Cyse

495

Thr

Gln

Ile

val

320

Asn

Gly

Phe

Ala

Val

400

Mec

Cys

Glu

Gly

Gly

480

Tyr

val

Asp

Asp
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530 535
Ala His Phe Leu Ser Gin Thr Lys Gln Ser Gly
54% 550 $55
Leu val Ala Tyr Gln Ala Thr Val Cys Ala Arg
565 570
Pro Ser Trp Asp Gln Met TrIp Lys Cys Leu Ile
S80 585
Leu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu
595 600
Glu Ile Thr Leu Thr His Pro Val Thr Lys Tyr
610 618 .

Ser Ala Asp Leu Glu val Val Thr
62% 630

<210>5

<211> 1941

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> d.4a.t.NS3PI.1165

<400> 5
atgggctgcg tggteatagt gggcagggte grettgteeg
60
tacgcecaac aaaccagagg cctcctaggg tgcataatca
120
aaaaaccaag tggagggtga ggtccagatt gtgtcaactg
180
acgtgcatca atggggtgtg ctggactgtc taccacgggg
240
tcacccaagg gtectgtcat ccagatgtat accaatgtag
300
cccgetocoge aaggtagecg atcattgaca cceotgcactt
360
ctggtcacga ggcacgccga tgtcattcece gtgogeegge
420

41

540

Glu Asn

Ala

Gln

Arg Leu

Leu

Ala

Lys

Pro Tyr

560

Pro Pro

S75

Pro Thr

590

Gly Ala

60S

Ile
620

Met

gttoeggtte

ccagectaac

ctgeccaaac

ccggaacgag

accaagacct

gcggetecte

ggggtgatag

Val

Thr

Gln Asn

Met

catcactgcet

tggecgggac

cttectggea

gaccatcgcg

tgtgggctgg

ggaccettac

caggggcage



ctgetgtege
480

cocgacgggagc
540

gcggtggact
600

gataactcct
660

acaggcageg
720

ctagtactca
780

catgggatcg
840

acgtactcca
2900

ataataattt
960

gtcecctgace
1020

ceogggetceyg
1080

gagatccctt
1140

atcttetgee
1200

atcaatgccyg
1260

gttgtegteg
1320

atagactgca
1380

attgagacaa
1440

ggcaggggga
1500

ttegactegt
1560

ceceggeccat
acgccgtggg
ttatccctgt
ctccaccagt
gcaaaagcac
accecctetgt
atcctaacat
cctacggcaa
gtgacgagtg
aagcagagac
tcactgtgee
tttacggcaa
attcaaagaa
tggcctact;
tggcaaccga
atacgtgtgt
tcacgctecee
agccaggceat

cogtcoctctg
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ttcctacteg

catatttagg

ggagaaccta

agtgcccecag

caaggtcceg

tgctgcaaca

caggaccggg

gtteccttgcece

ccactecacg

tgcggaggacyg

ccatcecaac

ggctatcccc

gaagtgcegac

ccgeggtett

tgcectcatyg

cacccagaca

ccaagatgcet

ctacagattt

tgagtgctac

aaaggctccg

gccgeggtgt

gagacaacca

agcttecagg

gctgcatatg

ctgggcttty

gtgagaacaa

gacggegggt

gatgccacat

agactggtrg

atcgaggagg

ctegaagtaa

gaactcgecg

gaegtgtecy

accggctaca

gtcgattoea

gtctcccgea

gtggcaccygg

gacgcaggcet

42

cagggggtce
gcacccgtgy
tgaggtccee
tggctcacct
cagctcaggg
gtgcttacat
ttaccactgg
geteggagay
ccatcttggg
tgctcgecac
ttgctctgte
tcaaggggag
caaagctggt
tcatcecegee
ccggegactt
gccttgacce
ctcaacgteg
gggagcgecec

gtgcttaggta

getgttgtge

agtggctaag

ggtgttecacyg

ccatgctecoc

ctataaggtg

gtccaaggct

cagecceate

cgettatgac

cattggcact

cgccaceect

caccaccgga

gagacatcte

cgcattgggc

catcggcgat

cgactecggtg

taccttcace

gggcaggact

ctccggeatg

tgagctcacy
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cccgocgaga ctacagttag getacgageg
1620
caggaccatc ttgaattttg ggagggegte
1680
tttctatcce agacaaagca gagtggagag
1740
accgtgtygeyg ctagggetca agcccctece
1800
acttcgectca agocccaccct ccatgggceca
1860
cagaatgaaa tcaccgbgac gcacccagtc
1920
gacctggagy tcgtcacgtg a
1841

<210>6

<211> 646

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> d.4a.t.NS3PI.1165

<400> 6
Met Gly Cys Val Vval Ile Val Gly
1 S
Ser Ile Thr Ala Tyr Ala Gln Gln

20
Ile Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp
as 40
Gln Ile Val Ser Thr Ala Ala Gln
50 55
Gly Vval Cys Trp Thr Val Tyr Hie
65 70
Ser Pro Lys Gly Pro Val Ile Gln
85

Leu Val Gly Trp Pro Ala Pro Gln

tacatgaaca

tttacaggce

aagcttcctt

ccatcgtggg

acacccctge

accaaataca

Val
10

Arg val

Thr
25

Arg Gly

Lys Asn Gln

Thr Phe Leu

Gly Ala Gly

75

Met Thr

Tyr
80

Gly Ser Arg

43

cceccggaget

tcactcatat

acctggtage

accagatgtg

tatacagact

tcatgacatg

Leu Ser

Leu

Val Glu

45

Ala
60

Thr
Thr

Arg

Asn Val

Ser Leu

Gly

Gly

30

Gly

Cya

Asp

Thr

tceocgigtge

agatgcccac

gtaccaagcc

gaagtgtttg

aggcgetgte

catgteggec

Ser
15

Gly

Cys Ile

Glu val

ile Asn

Ile Ala

80

Gln
95

Asp

Pro Cys



Thr

Ile

Arg

145

Pro

Gly

Thr

Pro

Lys

225

Leu

Met

Thr

Leu

Asp

308

vVal

Cys

Pro

130

Pro

Ala

val

Met

Gln

210

Ser

Val

Ser

Ile

Ala

290

Glu

Leu

Gly

115

val

Ile

Gly

Ala

Arg
195

Ser’

Thr

Leu

Lys

Thr

275

Aap

Cys

Asp

100

Ser

Arg

Ser

His

Lys

180

Ser

Fhe

Lys

Asn

Ala

260

Thr

Gly

His

Gln

Ser

Arg

Tyr

Ala

165

Ala

Pro

Gln

Val

Pro

245

His

Gly

Gly

Ser

Ala
325

ASp

Arg

Leu

150

val

Val

val

Val

Pro

230

Ser

Gly

Ser

Cys

Thr

310

Glu

ES 2377978 T3

Leu Tyr
120

Gly Asp
135

Lys Gly

Gly Ile

Asp Phe

Phe Thr
200

Ala His
215 -

Ala Ala
val Ala
Ile Asp
Pro Ile

280

Ser Gly
2385

Agp Ala

Thr Ala

105

Leu

Ser

Ser

Phe

Ile

185

ASp

Leu

Tyr

Ala

Pro

265

Thr

Gly

Thr

Gly

Val

aArg

Ala

Arg

170

Pro

Asn

His

Ala

Thr

250

Asn

Ala

Ser

Ala
330

44

Thr

Gly

Gly

158

Ala

val

Ser

Ala

Ala

235

Ile

Ser

Tyr

Ile

31s

Arg

Arg

Ser

140

Gly

Ala

Glu

Ser

Pro

220

Gln

Gly

Arg

Thr

Asp

300

Leu

Leu

His

125

Leu

Pro

val

Asn

Pro

205

Thr

Gly

Phe

Thr

Tyr

288

Ile

Gly

val

110

Ala

Leu

Leu

Leu
130

Pro

Asp

Ser

Leu

Thr

175

Glu

val

Gly Sér

Tyr

Gly

Gly

270

Gly

Ile

Ile

val

Lys

Ala

255

val

Lys

Ile

Gly

Leu
335

Val

Pro

Cys

160

Arg

Thr

Val

Gly

Val
240

Tyr

Arg

Phe

Cysa

Thr

2o

Ala



Thr

Glu

Ile

Ser

3as

Ile

Pro

Tyr

Gln

Thr

465

Gly

Pro

Gly

Arg

Glu
545

Ala

val

Fro

370

Lys

Asn

Ile

Thr

Thr

450

Leu

Arg

Ser

Cys

Ala

530

Phe

Thr

Ala

358

Leu

Lys

Ala

Gly

Gly

435

vVal

Pro

Gly

Gly

Ala
515

Tyr

Trp

Pro

340

Leu

Glu

Lys

val

Asp

420

Asp

Asp

Gln

Lys

Met
SO0

Trp

Met

Glu

Pro

Ser

val

Cys

Ala

405

Val

Phe

Phe

Asp

Pro

485

Phe

Asn

Gly

Gly

Thr

Ile

Asp

390

Tyr

Val

Asp

Ser

Ala

470

Gly

Asp

Glu

Thr

Vval
S50

Ser

Thr

Lys

37%

Glu

Tyr

Val

Ser

Leu

455

val

Ile

Ser

Leu

Pro

535

Phe
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val

Gly

360

Gly

Arg

val

val

440

Asp

Ser

Tyr

Ser

Thr

520

Gly

Thr

Thr

45

Glu

Gly

Ala

Gly

Ala

425

Ile

Pro

Arg

Arg

val

505

Pro

Leu

Gly

val

Ile

Arg

Ala

Leu

410

Thr

Asp

Thr

Thr

Phe

490

Leu

Ala

Pro

Leu

45

Pro

Pro

His

Lys

395

Asp

Asp

Cys

Phe

Gln

475

val

Glu

Val

Thr
555

His

Phe

Leu

3s0

Leu

Vval

Ala

Asn

Thr

460

Arg

Ala

Glu

Thr

Cys
540

His

Pro

Tyr

365

Ile

val

Ser

Leu

Thr

445

Ile

Arg

Pro

Cys

Thr

525

Gln

Ile

Asn

iso

Gly

Phe

Ala

val

Met

430

Glu

Gly

Gly

TYr

519

val

Asp

Asp

Ile

Lys

Cys

Leu

Ile

415

Thr

val

Thr

Arg

Glu

495

Asp

Arg

His

Ala

Glu

Ala

His

Gly

400

Pro

Gly

Thr

Ile

Thr

480

Arg

Ala

Leu

His
SE0
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46

Leu Pro

Ala Pro Pro

590

Pro
605

Lys Thr

val Gln

620

Asn

Thr Met

tectagggty
tccagattgt
ggactgtcea
agatgtatac
cattgacace
tcattccegt
cctacttgaa

tattcaggge

Leu Val

575

Pro Ser

Leu His
Glu

Ile

Ala
640

Ser

cataatcace

gtcaactgct

ccacggggece

caatgtagac

ctgcacttge

gcgeeggegg

aggctecteg

cgeggtgtge

Phe Leu Ser Gln Thr Lys Gln Ser Gly Glu Asn
565 570
Ala Tyr Gln Ala Thr Val Cys Ala Arg Ala Gln
S80 SBS
Trp Asp Gln Met Trp Lys Cys Leu Ile Arg Leu
595 600
Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Gly Ala
6L0 615
Thr Leu Thr His Pro val Thr Lys Tyr Ile Met
625 630 635
Asp Leu Glu Vval vVal Thr
645
<210>7
<211> 546
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> dominio de NS3 proteasa no modificado nativo
<400>7
atggegccca tcacggcgta cgcccagcayg acaaggagec
60
agcctaactg gcocgggacaa aaaccaagtg gagggtgagg
120
geccaaacct tectggcaac gtgéatcaat ggggtgtget
180
ggaacgagga ccatcgegte acccaagggt cctgteatcce
240
caagaccttg tggygctggee cgctocgcaa ggtagecgat
oo
ggctectegg acctttacct ggtcacgagg cacgcecgatg
380
ggtgatagca ggggcagcct gotgtogocecc cggeccatte
420
gggggecedge tgttgtgcce cgoggggeac gocgtgggea
480 ’
accegtggag tggctaaggc ggtggacttt atcccetgtgg agaacctaga gacaaccatg
840
aggtcec
546
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15

<210>
<211>

<212> PRT

8
182

<213> Artificial

<220>

ES 2377978 T3

<223> dominio de NS3 proteasa no modificado nativo

<400>

Met
1

Cys
‘Glu
Ile
Ile
65
Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145

Thr

Glu

<210>

<211> 3297
<212> ADN

8

Ala

Ile

Val

Asn

50

Ala

AsSp

Cys

Val

Pro
130

Cys

Arg

Thr

9

Pro

Ile

Gln

as

Gly

Ser

Leu

Thr

Ile

115

Arg

Pro

Gly

Thr

<213> Artificial

<220>

<223> MEFA 7.1

<400>

9

Ile

Thr

20

Ile

Val

Pro

val

Cys

100

Pro

Pro

Ala

val

Met
180

Thr

Ser

Val

Cys

Lys

Gly

8s

Gly

Val

Ile

Gly

Ala

165

Arg

Ala

Leu

Ser

Trp

Gly
70

Trp

Ser

Arg

Ser

Hie

150

Lys

Ser

TYr

Thr

Thr

Thr

55

Pro

Pro

Ser

Arg

Tyr
135

Ala

Ala

Ala
Gly
Ala

40
val
val
Ala
Asp
Arg
120
Leu

val

Val

Gln‘ Gln
10

Arg Asp
25

Ala Gln

Tyr His
Ile Gln
Pro Gln

20
Leu Tyr
108
Gly Asp
Lys Gly

Gly Ile

Asp Phe
170

47

Thr

Lys

Thr

Gly

Met

75

Gly

Leu

Ser

Ser

Phe

155

Ile

Arg

Asn

Phe

Ala
60

Tyr

Ser

val

Arg

Ser

140

Arg

Pro

Gly
Gln
Leu

45
Gly
Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly

Ala

val

Leu
val

30
Ala
Thr
Asn
Ser
Arg
110
Ser
Gly

Ala

Glu

Leu

15

Glu

Thr

Arg

val

Leu

95

His

Leu

Pro

Val

Asgn
175

Gly
Gly
re
Thr
Asp

80
Thr
Ala
Leu
Leu
Cys

180

Leu



atggctacaa
60

ttcgagcaga
12¢

gaaggcctge
180

gcaggeecte
240

catgttggag
300

gaagattctg
360

catgaaaaag
420

gctggaagtc
480

aattgctcta
5S40

gccgecagaa
€00

actcacgtca
660

ccaggrgeca
120

acaaccatgc
780

ttccaggtgg
B840

gcatatgcag
200

ggeertggeg
260

agaacaatta
1020

aggctgtttg

aggaaagtaa

atggattcca

actttaatcc

acttgggcaa

tgatctcact

cagatgactt

gcttggetty

tctatccegg

ctaccteggg

€gggaggcgc

gccaaaacakt

gatctceggt

ctcaccteca

ctcagggeta

cttacatgte

ccactggcag

ES 2377978 T3

tgttttgaag

tggaccagtg

tgttcatgag

tctatccaga

tgtgactget

ctcaggagac

gggcaaaggt

tggtgtaatc

ccatataacg

cttegreeece

agcegcecga

tcaattgatt

gttcacggat

tgctcocccaca

taaggtgceta

caaggctcat

ccecatcacg

ggtgacggcee

aaggtgtggg

tttggagata

aaacacggtg

gacaaagatg

cattgcatca

ggaaatgaag

gggatcgeece

ggtcaccgca

ttgttcgcece

actacgcetg

gtcgacttta

aactectcete

ggcagcggca

gtactcaace

gggatcgatc

tactccacet

48

cagttcaagyqg
gaagcattaa
atacagcagg
ggccaaagga
gtétggccga
ttggcecgeac
aaagtacaaa
agaatttgaa
tggcatggaa
caggcgccaa
ggttgaccte
tceergbgga
caccagtagt
aaagcaccaa
cceocctgitge
ctaacatcag

acggcaagtt

tattattaac

aggactgact

ctgtaccagt

tgaagagagg

tgtgtetatt

actggtagte

gacaggaaac

ttetagttge

gettaggttec

acaaaacgaa

tttgrectce

gaacctagag

gecccagage

ggtceocgget

tgcaacactg

gaccggggtg

ccttgecgac



ggcgggtgct
1080

gccacatcca
1140

ctgattgtge
1200

gaggaggttg
1260

gaagtaatca
1320

ctegeegcaa
1380

gtgtccgtca
1440

ggctataccg
1500

gatttcagcc
1560

toccgeacte
1620

gcaccgggyg
1680

gcaggcetgtg
1740

atgaacaccc
1800

acaggcctca
1860

cttccttace
1920

tcgrgggace
1980

ccectgerat
2040

aaatacatca
2100

aagccggcaa
2160

€gg99g9g9cge

tcttgggeat

tegccacege

ctctgtccac

agggggggag

agctggtege

tecccgaccag

gcgacttcga

ttgaccctac

aacgtcgggg

agcgeeeocte

cttggtatga

cggggcttce

ctcatataga

tggtagcgta

agatgtggaa

acagactgag

tgacatgeat

tcatacctga

ES 2377978 T3

ttatgacata

tggcactgtc

cacceccteeg

caccggagag

acatctcate

attgggcatc

cggegatgte

ctcaggtgata

cttcaccact

caggactggc

cggcatgtte

gctcecacgecoe

cgtgtgccag

tgcccacttt

ccaagccace

gtgcttgatt

cgctgttcag

gtcggecgac

cagggaagtc

ataatttgty

cttgaccaag

ggcteccgtca

atcccttttt

ttctgtcate

aatgccgtgg

gtegtegtgg

gactgcaata

gagacaatca

agggggaagc

gactcgtccy

gccgagacta

gaccatcttg

ctatcccaga

gtgtgcgeta

cgeoteaage

aatgaaatca

ctggaggercg

ctctaccgag

49

acgagtgcca

cagagactgc

ctgtgececa

acggcaagge

caaagaagaa

cctactacecg

caaccgatgc

cgtgtgtcac

cgctcececa

caggcatcta

tecctetgtga

cagttaggcet

aatctecggga

caaagcagag

gggctcaage

ccacccereca

cectgacgea

tcacgagege

agttcgatga

ctccacggat

g9g9ggcgaga

tcccaacate

tatcceccte

gtgcgacgaa

cggtcettgac

cctcatgacc

ccagacagtce

agatgectgte

cagatttgtg

gtgctatgac

acgagcgtac

gggegreeete

tggggagaac

cectecceca

tgggccaaca

cccagtcace

atgctcoggg

gatggaagag



tgetctcage
2220

aaggcccteg
2280

tatcaacaat
2340

caggtaatag
2400

gttgtgactc
2460

tccaaagcecg
2520

caaggectec
2580

atgaaccggc
2640

ccgtctagat
2700

ceececgetag
2760

tcttetogga
2820

ctagtggaga
2880

aaacgtaaca
2940

ggtcgcaggyg
3000

cccggttace
3060

ggtaagccag
3120

gacgtcaagt
3180

getegeegge
3240

aataaggaca
3297

<210> 10
<211> 1099
<212> PRT
<213> Atrtificial

acttaccgta

gcectctegeg

acgatgagat

ctcaccagett

ctgacaaaga

ccctecattga

tcgggatact

tgatagccett

cccggagate

tggagacgtg

gattecgeeca

cgtggaaaaa

ccaaccggcg

gccetectat

cttggecect

ggtacccttyg

tccecggatgg

ccgagggceag

gacggtctac

ES 2377978 T3

catcgagcaa

agggggcaag
ggaagagtge
caaggaaaaa
aatcttatat
ggaagggcag
gcgocggceac
cgcctccaga
cgccéaggcc
gaaaaagccc
ggccetgecee
geccgactac
gccgcaggac
ceccaagget
ctatggcaat
gccaagaaag
cggtcagatce
gacctgggct

cggtaagtee

gggatgatge
ccggcaateg
tcacaagcetg
gtccttggat
gaggectttg
cggatggcegg
gttggtcctg
gggaaccatg
étgcccgttt
gactacgaac
gtetgggege
gaacegacctyg
gtcaagttcc
cgtocggeeeg
aaggacagac
accaaacgca
gttggtcgca
caggccggtc

tggggtaage

50

tcgecgagea

ttccagacaa

ccccatatat

tgatcgataa

atgagatgga

agatgctcaa

gcgagggggc

tttcececae

gggecgeggcee

cacctgtggt

ggccggacta

tggtccatygg

¢gggtggcgag

agggcaggac

ggtctacagg

acaccaaccyg

ggggecctoe

acccttggce

cagggtatce

gttcaagcag

agaggtgttg

cgaacaagct

tgatcaagtg

agaatgcgce

gtctaagata

agtgcagtgg

gcactacgtt

ggactataac

ccacggcaga

taacccoeeg

cagaaagacc

tcagategtt

ctgggctcag

taagtcctgg

acggccgeag

tatccccaag

cectotatgge

ttggcece



<220>

<223> MEFA 71

<400> 10

Met
1
Gly
Trp
His
Fhe
65
His
" Asp
Ile
Lys
Leu
145

Asn

Lys

Ala

Ile

Gly

Glu

50

Asn

val

val

Ile

Gly

130

Ala

Cys

Leu

Thr

Ile

Ser

3s

Phe

Pro

Gly

Ser

Gly

115

Gly

Cys

Ser

Gly

Lys

Asn

20

Ile

Gly

Leu

Asp

Ile

100

Arg

Asn

Gly

ITle

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

Ser

Leu

85

Glu

Thr

Glu

Val

Tyr

185

Ala

Val

Glu

Gly

Asn

Aryg

10

Gly

Asp

Leu

Glu

Ile

150

Pro

Ala

Cys

Gln

Leu

Thr

55

Lys

Asn

Ser

val

Ser

135

Gly

Gly

Arg

ES 2377978 T3

val

Lys

Thr

40

Ala

His

vVal

val

Vval

120

Thr

Ile

His

Thr

Leu

Glu

25

Glu

Gly

Gly

Thr

Ile

105

His

Lys

Ala

Ile

Thr

Lys

10

Ser

Gly

Cys

Gly

Ala

20

Ser

Glu

Thr

Gln

Thr

170

Ser

51

Gly

Asn

Leu

Thr

Pro

7S

Asp

Leu

Lys

Gly

Asn

185

Gly

Gly

Asp

Gly

His

Ser

60

Lys

Lys

Ser

Ala

Asn

140

Leu

His

Phe

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Asp

Asp

Gly

Asp

125

Ala

Asn

Arg

Val

Pro

val

30

Phe

Gly

Glu

Gly

Asp

110

Asp

Gly

Ser

Met

Ser

Val

is

Lys

Hisg

Pro

Glu

val

85

His

Leu

Ser

Gly

Ala

175

Leu

Gln

val

Val

His

Arg

8O

Ala

Cys

Gly

Arg

Cys

160

Trp

FPhe



Ala

Ala

Gln

225

Thr

Val

Gly

val

Tyrx

305

Arg

Phe

cys

Thr

Ala

385

Glu

Pro

Arg

210

Asn

Thr

Pro

Lys

Leu

2390

Met

Thr

Leu

Asp

val

370

Thr

Glu

Gly

195

Thr

Ile

Met

Gln

Ser

275

Val

Ser

Ile

Ala

Glu

iss

Leu

Ala

val

1e0

Ala

Thr

Gln

Arg

Ser

2860

Thr

Lys

Thr

Asp
340

Cys

Asp

Thr

Ala

Lys

Ser

Leu

Ser

245

Phe

Lys

Asn

Ala

Thr

azs

Gly

Hie

Gln

Pro

Leu
405

Gln

Gly

Ile

230

Pro

Gln

Val

Pro

His

310

Gly

Gly

Ser

Ala

Pro

330

Ser

Asn

Leu

215

val

val

Val

Pro

Ser

29%

Gly

Ser

Cys

Thr

Glu

375

Gly

Thr
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Glu

200

Thr

Asp

Phe

Ala

Ala

280

Val

Ile

Pro

Ser

Asp

360

Thr

Ser

Thr

185

Thr

Ser

Phe

Thr

His

265

Ala

Ala

Asp

Ile

Gly

345

Ala

Ala

val

Gly

His

Leu

1le

Asp

250

Leu

Tyr

Ala

Pro

Thr

330

Gly

Thr

Gly

Thr

Glu
410

52

val

Phe

Pro

235

Asn

His

Ala

Thr

Asn

15

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

39S

Ile

Thr
Ser
220
val
Ser
Ala
Ala
Leu
300
ile
Ser
YL
Ile
Arg
3eo

Pro

Pro

Gly

205

Pro

Glu

Ser

Pro

Gln

285

Gly

Arg

Thr

Asp

Leu

3865

Leu

His

Phe

150

Gly

Gly

Asn

Pro

Thr

270

Gly

Phe

"Thr

Tyr

Ile

350

Gly

val

Pro

Tyr

Ala

Ala

Leu

Pro

255

Gly

Tyr

Gly

Gly

Gly

3as

Ile

Ile

val

Asn

Gly
415

Ala

Ser

Glu

240

Val

Ser

Lys

Ala

Val

320

Lys

Ile

Gly

Leu

Ile

400

Lys



Ala

His

Gly

Pro

465

Gly

Thrx

Ile

Thr

Arg

S45

Ala

Leu

Leu

His

val
625

Ile

Ser

Ile

450

Thr

Tyr

Gln

Thr

Gly

530

Pro

Gly

Arg

Glu

Bhe

610

Ala

Pro
Lys
435
Asn
Ser
Thr
Thr
Leu
515
Arg
Ser
Cys
Ala
Phe
595

Leu

Tyr

Leu

420

Lys

Ala

Gly

Gly

val

500

Pro

Gly

Gly

Ala

Tyr

580

Trp

Ser

Gln

Glu

Lys

Val

Asp

Agp

485

Asp

Gln

Lys

Met

Trp

565

Met

Glu

Gln

Ala

Val

Cys

Ala

val

470

Phe

Phe

Asp

Pro

Phe

550

Tyr

Asn

Gly

Thr

Thr
630

Ile

Asp

Tyr

455

val

Asp

Ser

Ala

Gly

535

Asp

Glu

Thr

Val

Lys

615

Val
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Lys

Glu
440

Tyr

Val

Ser

Leu

val

5290

Ile

Ser

Leu

Pro

Phe

600

Gln

Cys

Gly

42%

Leu

Arg

val

vVal

Asp

505

Ser

Ser

Thr

Gly

585

Thr

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Ile

430

Pro

Arg

Arg

Val

Pro

570

Leu

Gly

Gly

Arg

53

Arg

Ala

Thr

475

Asp

Thr

Thr

Phe

Leu

555

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala
635

His

Lys

Asp

460

Asp

Cys

Phe

Gln

Val

540

Glu

val

Thr

Asn

620

Gln

Leu

Leu

445

val

Ala

Asn

Thr

Arg

525

Ala

Glu

Thr

Cys

His

€05

Leu

Ala

Ile

430

val

Ser

Leu

Thxr

Ile

510

Arg

Pro

Cys

Thr

Gln

59¢

Ile

Pro

Pro

Phe

Ala

val

Met

Cys

495

Glu

Gly

Gly

Tyr

val

575

Asp

Asp

Tyr

Pro

Cys
Leu
Ile
Thr
480
val
Thr
Arg
Glu
Asp
560
Arg
His
Ala

Leu

Pro
640



Ser

His

Ile

Ala

Ile

705

Cys

Gln

Ile

Glu

His

785

Val

Glu

Ala

Arg

Trp

Gly

Thr

Asp

690

Pro

Ser

Phe

val

Ccys

770

Gln

Val

Glu

Glu

His
85¢Q

Asp

Pro

Leu

675

Leu

Asp

Gln

Lys

Pro

758

Ser

Phe

Thr

Cys

Met

835

Val

Gln

Thr
660

Thr

Glu

His

Gln

740

Asp

Glin

Lys

Pro

Ala

820

Leu

Gly

Met

645

Pro

His

val

Glu

Leu

725

Lys

Lys

Ala

Glu

Asp

805

Ser

Lys

Pro

Trp

Leu

Pro

val

val

710

Pro

Ala

Glu

Ala

Lys

790

Lys

Lys

Ser

Gly

Lys

Leu

Val

Thr

€95

Leu

Leu

Val

Pro

775

val

Glu

Ala

Lys

Glu
855
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Cys

Thr

&80

Ser

Tyr

Ile

Gly

Leu

760

Leu

Ile

Ala

Ile

840

Gly

Leu

Arg

665

Lys

Ala

Arg

Glu

Leu
745

Tyr

Ile

Gly

Leu

Leu

B82S

Gln

Ala

Ile
650

L.eu

Tyr

Cys

Glu

Gln

730

Ser

Gln

Glu

Leu

810

Ile

Gly

Val

54

Arg

Gly

Ile

Ser

Phe

718

Gly

Arg

Gln

Gln

Ile

795

Glu

Glu

Leu

Gln

Leu

Ala

Met

Gly

700

AsSp

Met

Gly

TYyr

Ala

780

Asp

Ala

Glu

Leu

Trp
860

Lys

Val

Thr

685

Lys

Glu

Met

Gly

Asp

765

Gln

Asn

Phe

Gly

Gly

845

Met

Pro

Gln
670

Cys

Pro

Mel

Leu

Lys

750

Glu

val

Asp

Asp

Gln

830

Ile

Asn

Thr

655

Asn

Met

Ala

Glu

Ala

738

Pro

Met

Ile

Gln

Glu

815

Arg

Leu

Arg

Leu

Glu

Ser

Ile

Glu

20

Glu

Ala

Glu

Ala

Val

800

Met

Met

Arg

Leu
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Ile Ala Phe Ala Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val
865 870 875 880

Pro Ser Arg Ser Arg Arg Phe Ala Gln Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg
885 8390 895

Pro Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Val Glu Thr Trp Lys Lys Pro Asp Tyr
909 905 910

Glu Pro Pro Val Val His Gly Arg Ser Ser Arg Arg Phe Ala Gln Ala
915 920 225

Leuw Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Val Glu Thr
930 235 940

Trp Lys Lys Pro Asp Tyr Glu Pro Pro Val Val His Gly Arg Lys Thr
945 950 958 260

Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly
965 970 875

Gly Gln 1le Val Gly Arg Arg Gly Pro Pro Ile Pro Lys Ala Arg Arg
980 985 990

Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gln Pro Gly Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr
99% 1000 1005

Gly Asn Lys Asp Arg Arg Ser Thr Gly Lye Ser Trp Gly Lys Pro
1010 1015 1020 )

Gly Tyr Pro Trp Pro Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg
1025 1030 1035

Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly Arg
1040 1045 1050

Arg Gly Pro Pro Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr
1055 1060 1065

Trp Ala Gln Pro Gly Tyr Proe Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Lys Asp
1070 1075 1080

Arg Arg Ser Thr Gly Lys Ser Trp Gly Lys Pro Gly Tyr Pro Trp
1085 1090 1095

Pro

55
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<210> 11
<211> 21
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> epitopos del VHC

<400> 11

Gly Ser Ala Ala Arg Thr Thr Ser Gly Phe Val Ser Leu Phe Ala Pro
1 S 10 15

Gly Ala Lys Gln Asn
20

<210> 12
<211>10
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 12

acaaaacaaa
190

<210> 13
<211>23
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> un péptido NS4a

<400> 13

Lys Lys Gly Ser val Val Ile Val Gly Arg Ile val Leu Ser Gly Lys
1 s 10 15

Pro Ala Ile Ile Pro Lys Lys
20

<210> 14
<211> 41
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> HBgl-1

<400> 14

agcttacaaa acaaaatgca tcaccatcac catcacgege ©
41

<210> 15
<211> 52
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
56
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<223> Hbgl-2
<400> 15

gogtacgecg tgatgggcge gtgatggtga tggtgatgea ttrtgtttig cal
52

<210> 16
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Hbgl-5

<400> 16

catcacggeg tacgeccage agacaagggg coctcctaggg tgoataatca ccagoctaac
&0

<210> 17
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Hbgl-6

<400> 17

aggctggtbtga ttatgcacce taggaggeocce cttgtcectget gg
42

<210> 18
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 18

tttoctactt gaaaggetcee gcagggggte cgct
34

<210>19
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 19

ggagccttte aagtaggaaa tgggecgggg
30

<210> 20
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

57
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<220>
<223> HA-1

<400> 20

agcttacaaa acaaaatgge gocaatcact gcttacgcotc aacaaaccag aggcecte
57

<210> 21
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> HA-2

<400> 21

ctaggaggcc tetggtttgt tgagcgtaag cagtgattgg cgeccattttg tttegta
S7

<210> 22
<211> 84
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> PI3p-1

<400> 22

ggecgacetg gaggtegtca cgagcacctg ggtgcteogtt ggoggogtcc tggetgettt
60

ggccgegtat tgcectgtcaa cagg
84

<210> 23
<211>73
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> PI3p-2

<400> 23

ctgcgtggtc atagtgggca gggtegteott gtoccgggaayg ccggcaatca tacctgacag
60

ggaagtecec tac
73

<210> 24
<211>78
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> PI3p-3

58
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gtcaggtatg attgccggct tceccggacaa gacgacccetg cccactatga ccacgeagee
&0

tgttgacagg caatacgc
78

<210> 25
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> PI3p-4

<400> 25

gg_t_:éaaagv.::a gccaggacge cgecaacgag cacccaggtg ctegtgacga cctccaggte
60

<210> 26
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> PI3p-5

<400> 26

cgagagttcg atgagatgga agagtgctga taag
34

<210> 27
<211> 53
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> PI3p-6

<400> 27

tcgacttatc agcactcttc catctcatoeg aactcteggt agaggacttc cct
53

<210> 28
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> avsal-1

<400> 28

tgtcggccga coctggaggte gtcacgtgat aag
i3

<210> 29
<211> 41
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> aveal-2

<400> 29

tcgacttatc acgtgacgac ctecaggtcg gocgacatge a
41

<210> 30
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> HA-5

<400> 30

agcttacaaa acaaaatggg ctgegtg
27

<210> 31
<211> 41
<212> ADN
<213> Atificial

<220>
<223> HA-6

<400> 31

gacceigeoce actatgacca cgcageccat tttgtectegt a
41

<210> 32
<211>72
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> HA-7

<400> 32

gtcatagtygy gcagggtogt cttgtccggt tcecggttoca tcactgetta cgetcaacaa
60

accagaggec tg
72

<210> 33
<211> 58
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> HA-8

<400> 33

ctaggaggcc tctggtttgt tgagcgtaag cagtgatgga accggaaccyg gacaagac
58 '
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de la SECID N°2, 46 6, en el que el
polipéptido comprende un epitopo conformacional de NS3.

2. Um soport e sélid o p ara i nmunoensayo que c omprende un polipéptido d e la r eivindicacion 1 q ue re acciona
especificamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biolégica de un individuo infectado por VHC.

3. El so porte sdlido d e inmunoensayo de |a reivindicacion 2, e n el que el so porte s 6lido comprende ademas un
antigeno de fusion de multiples epitopos unido al soporte, en el que dicho polipéptido y/o dicho antigeno de fusion
de multiples epitopos reacciona especificamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biolégica de
un individuo infectado por VHC.

4. El sop orte solido d el inmunoensayo d e la re ivindicacion 3, en el que dichol a ntigeno d e fusi 6n de m Uultiples
epitopos ¢ omprende | a sec uencia d e am inoacidos re presentada enlaSECIDN° 100 unas ecuencia de
aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % que reacciona especificamente con anticuerpos anti-
VHC presentes en una muestra biolégica de un individuo infectado por VHC.

5. Un proce dimiento de detectar infeccion por el virus de la hep atitis C (VHC) en un a muestra bi olégica, en el qu e
dicho procedimiento comprende:

(a) pro porcionar u n so porte séli do par ai nmunoensayo de acuerdo ¢ on c ualquiera de c ualquiera de las
reivindicaciones 2-4;

(b) combin ar una mu estra biol 6gica con dicho so porte solid o en ¢ ondiciones q ue permita n quel os
anticuerpos anti-VHC, cuando estan presentes en la muestra bioldgica, se unan a dicho polipéptido y/o dicho
antigeno de fusion de multiples epitopos para formar un primer complejo inmunitario;

(c) afiadir al soporte sélido de la etapa (b) en condiciones formadoras de complejo dicho anticuerpo marcado
de forma que se pueda detectar, en el que el anticuerpo marcado reacciona con dicho complejo inmunitario;
(d) detectar un segundo complejo inmunitario formado entre el anticuerpo marcado de forma que se pueda
detectar y el primer com plejo inmu nitario, si e xiste, com o indicacion de infeccion por VHC en | a muestra
bioldgica.

6. Un kit d e ensayo para inmunodiagnéstico que comprende el soporte sélido para inmunoensayo de cualquiera de
las reivindicaciones 2-4 e instrucciones para realizar el ensayo inmunodiagnostico.

7. Un polinucleétido que comprende una secuencia codificadora para el polipéptido de la reivindicacion 1.
8. Un vector recombinante que comprende:

(a) un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 7;
(b) y elem entos control unidos operablemente a dicho polinucleétido de modo que la secuencia codificadora
se pueda transcribir y traducir en una célula huésped.

9. Una célula huésped transformada con el vector recombinante de la reivindicacion 8.
10. Un procedimiento para producir un polipéptido recombinante, que comprende:

(a) proporcionar una poblacion de células huésped de acuerdo con la reivindicacion 9; y
(b) cultivar dicha poblacién de células en condiciones mediante las cuales se expresa el polipéptido codificado
por la secuencia codificadora presente en dicho vector recombinante.

11. Un procedimiento para producir un soporte sélido para inmunoensayo, que comprende:

(a) proporcionar un soporte solido; y
(b) unir al soporte sdlido al menos un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, que comprende ademas unir al soporte solido en una posicion pequefia
un antigeno de fusion de multiples epitopos.
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